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O Acessulfame K é um edulcorante que foi sintetizado pela primeira vez em 
1967 e é 150-200 vezes mais doce do que o açúcar. Este composto é 
altamente estável e encontramo-lo em muitos alimentos, incluindo pastilha 
elástica, sobremesas, bebidas alcoólicas, refrigerantes, xaropes, doces, 
molhos e iogurte. Habitualmente utilizado em combinação com o Aspartame ou 
outros edulcorantes porque apresenta uma acção combinada para aumentar e 
manter o sabor doce dos alimentos e bebidas, é estável ao calor, podendo ser 
utilizado em produtos processados a elevadas temperaturas. Assim, oferece 
aos consumidores um aroma doce com pouca ou nenhuma energia ou 
resposta glicémica e auxilia no controlo da glicose sanguínea e do peso. A 
Food and Drug Administration aprovou a utilização do Acessulfame K em 
1988. Desde então, a segurança deste composto no que respeita à saúde 
pública tem sido analisada diversas vezes, tendo sido estabelecida uma DDA 
(dose diária aceitável) de 15 mg/kg de peso corporal.  
Este estudo versou a exposição por via oral de ratinhos de laboratório machos 
a Acessulfame K com doses diferentes (15, 60, 1500 e 2250 mg/kg peso 
corporal), determinando-se se este edulcorante poderia causar o aparecimento 
de enzimas de protecção antioxidante (Catalase) em tecidos de fígado e rim, 
de enzimas de biotransformação hepática (EROD) assim como, a presença e 
extensão de danos no ADN e danos de peroxidação lipídica nos mesmos 
tecidos.  
Os nossos resultados demonstraram que os animais que receberam o 
tratamento com Acessulfame K apresentavam uma condição de stress 
oxidativo. Ocorreu uma evidente indução da actividade da Catalase (sem 
diferenças significativas relativamente ao controlo NaCl) e da EROD hepática 
(com diferenças significativas relativamente ao controlo com 15, 1500 e 2250 
mg/kg de Acessulfame K). Paralelamente, não se verificou aumento nos níveis 
de TBARS, sugerindo que os animais aparentemente foram capazes de 
manifestar uma resposta compensatória mais prolongada, face aos contínuos 
danos provocados pelas ROS decorrente da exposição ao Acessulfame K. 
Também ocorreu uma diminuição da integridade do ADN, sugerindo 
genotoxicidade (significativa com 1500 mg/kg de Acessulfame K no fígado dos 
ratinhos tratados quando comparados com o controlo negativo NaCl). 
Contudo, apesar das lesões relacionadas com o stress oxidativo não serem 
notáveis existe genotoxicidade hepática com a dose de Acessulfame K 1500 
mg/kg de peso corporal sugerindo a necessidade de estudos de exposição 
crónica e prolongada com estas concentrações com e sem alimentação para 
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abstract 
 
Acesulfame-K was discovered in 1967 and is 150-200 times sweeter than 
sugar. Acesulfame-K is a highly stable, crystalline sweetener with a chemical 
structure similar to saccharin which is found in many foods, including chewing 
gum, desserts, alcoholic beverages, syrups, candies, sauces, and yogurt. 
Acesulfame-K is usually used in combination with aspartame or other 
sweeteners because it has a synergistic effect to enhance and sustain the 
sweet taste of foods and beverages. It is heat stable so it can be used in baked 
products. It does not provide calories and has no glicemic answer. It was 
approved for use by the FDA in 1988 and has been evaluated several times 
since for safety. It has been set an ADI of 15 mg/kg of bw/day.  
The present work revolved around the oral exposure of laboratory mice males 
to Acesulfame K with different doses (15, 60, 1500 and 2250 mg / kg body 
weight) and it’s purpose was to determine whether acesulfame K would induce 
the presence of antioxidant and biotransformation enzymes and to detect lipid 
peroxidation and the extent of DNA damage in liver and kidney tissues of 
laboratory male mice exposed orally to this sweetener.  
Our results demonstrated that the animals that received treatment with 
Acesulfame K presented a condition of oxidative stress. There was a clear 
induction of the activity of Catalase (without significant differences regarding 
control NaCl) and EROD liver (with significant differences regarding control with 
15, 1500 and 2250 mg/kg of Acesulfame K). In parallel, there was an increase 
in TBARS levels, suggesting that animals apparently were able to express a 
compensatory response more prolonged, given the continuous damage caused 
by ROS arising from exposure to Acesulfame K. It was also observed a 
decrease of the integrity of DNA, suggesting genotoxicity (significant with 1500 
mg/kg of Acesulfame K in the liver of mice treated when compared with the 
negative control NaCl). 
However, although the damage related to oxidative stress is not remarkable 
there is genotoxicity with 1500 mg/kg of Acesulfame K suggesting the need of 
chronic exposition of mice with these concentrations with and without food for 
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1.1. Aditivos Alimentares - Edulcorantes 
A sensação do doce com a qual o Homem nasce pode ser útil na obtenção 
de energia para as necessidades metabólicas e actividade física diariamente. Os 
alimentos naturalmente doces, tais como a fruta e o leite materno entre outros, 
contêm nutrimentos importantes para a saúde. O paladar doce é estimulado por 
uma grande variedade de compostos. Contudo, o poder adoçante destes 
compostos que estimulam a sensação do doce através da interacção com os 
receptores do paladar na língua pode ser alterado pelas propriedades dos 
alimentos tais como o estado físico, a temperatura e a presença de outros 
sabores (American Dietetic Association - ADA, 2004). Embora a sensação do 
doce seja inata, o nível de doce preferido varia com diversos factores como os 
genéticos, a exposição durante a infância, existência de Diabetes Mellitus, estado 
de jejum ou saciedade e dependência (Tepper et al., 1999; Liem et al., 2002; 
Duffy et al., 2003). 
Com o desenvolvimento da indústria alimentar na segunda metade do 
século XX, foram progressivamente introduzidos novos aditivos, de origem natural 
e artificial, permitindo a produção em larga escala e o transporte de alimentos a 
grandes distâncias, assegurando que o produto chega ao consumidor com um 
aspecto atractivo. Os aditivos utilizados na produção de um determinado alimento 
devem ser obrigatoriamente discriminados no rótulo presente na embalagem. 
Estes aditivos para uso industrial devem forçosamente ter sido objecto de 
aprovação prévia e fazer parte de uma lista conhecida publicamente. Todos os 
aditivos eventualmente utilizados e não incluídos nessa lista são ilegais e o seu 
uso é portanto proibido. Na União Europeia, como meio para regulamentar a sua 
utilização e informar os consumidores, os aditivos alimentares são identificados 
por um código único composto de um número antecedido pela letra "E". Um tipo 
de aditivo frequentemente utilizado é o edulcorante. Este tipo altera o sabor dos 
alimentos, é adoçante e é adicionado para reduzir a energia fornecida pelo 
alimento ou porque tem efeitos benéficos no caso de algumas doenças (Cardoso, 
2007). 
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O mercado oferece ao consumidor uma vasta escolha de edulcorantes 
nutritivos e não nutritivos. Uma característica que distingue estas substâncias é a 
capacidade de fornecer energia. Assim, os edulcorantes nutritivos transmitem o 
sabor doce e são também uma fonte de energia. Os não nutritivos são doces sem 
fornecer energia (Cardoso, 2007). Devido ao facto da prevalência da obesidade 
estar a aumentar, verifica-se um crescente interesse pelos factores alimentares 
que serão responsáveis pela diferença existente entre a ingestão alimentar e os 
gastos energéticos (Ebbeling et al., 2002; Murphy et al., 2003; Whitehouse et al., 
2008). No entanto, os consumidores exigem alternativas não calóricas que 
transmitam o sabor doce aos alimentos. Os investigadores têm respondido a esta 
exigência com o desenvolvimento, investigação e produção de edulcorantes que 
forneçam um baixo valor calórico ou não nutritivos. Estas substâncias apresentam 
inúmeras vantagens no tratamento do excesso de peso, diabetes mellitus, cárie 
dentária e outras doenças crónicas (ADA, 2004). Por outro lado, os alimentos e as 
bebidas doces oferecem um prazer adicional, sendo que os compostos presentes 
na sua constituição ajudam a mascarar alguns sabores desagradáveis 
melhorando as características organolépticas dos mesmos. Portanto, a utilização 
destes últimos impede muitas vezes o desenvolvimento de produtos mais 
saudáveis (ADA, 2004; Kroger et al., 2006).  
A ADA defende que os consumidores podem utilizar com segurança uma 
grande variedade de edulcorantes nutritivos e não nutritivos, quando integrados 
numa alimentação equilibrada e saudável, de acordo com os parâmetros aceites 
mundialmente. A utilização deste tipo de edulcorantes é regulamentada por 
entidades governamentais como a Food and Drug Administration (FDA) nos EUA 
e comissões científicas como a Scientific Committee on Food (SCF) da Comissão 
Europeia, a Joint Expert Committee of Food Additions (JECFA) da United Nations 
Food and Agricultural Organization, e a World Health Organization (WHO) (ADA, 
2004).  
Nos EUA, nove em cada dez consumidores compram ou utilizam produtos 
com baixo teor calórico, nomeadamente produtos alimentares sem açúcar ou com 
quantidade reduzida de gordura. Os edulcorantes não nutritivos têm apresentado 
também nos países europeus, assim como nos países em desenvolvimento, uma 
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procura crescente devido ao interesse pela saúde e ao aumento da população 
idosa (dietas limitadas com sabor mais agradável) (Bright, 1999; Murphy et al., 
2003; Jones et al., 2003). 
Os edulcorantes com sabor intenso têm a vantagem de possibilitar ao 
consumidor uma forma de aproveitar o sabor doce com reduzida ou mesmo 
ausência de resposta energética ou glicémica. Os investigadores avaliam estes 
edulcorantes em relação à respectiva qualidade sensorial, segurança, 
compatibilidade com outros ingredientes alimentares e estabilidade em diferentes 
ambientes alimentares. A FDA aprovou a utilização de 5 edulcorantes não 
nutritivos - Sacarina, Aspartame, Acessulfame K, Sucralose e, mais 
recentemente, o Neotame, tendo regulamentado o seu uso como aditivos 
alimentares (ADA, 2004; Kroger et al., 2006). 
Todavia, alguns edulcorantes foram proibidos devido à sua toxicidade. 
Embora os estudos epidemiológicos sejam importantes, na avaliação dos riscos 
toxicológicos para o Homem, são considerados bastante complexos devido ao 
facto da exposição não poder ser avaliada com precisão. Portanto, a avaliação do 
risco obtida através de alguns estudos laboratoriais de toxicidade, tem indicado 
que certos edulcorantes apresentam risco para a saúde. Uma das formas 
habituais para avaliar a toxicidade é através de uma bateria de testes de 
toxicidade in vitro e in vivo (Sasaki et al., 2002). 
No que respeita ao Homem, o risco toxicológico da exposição a um 
composto químico é avaliado utilizando ensaios in vivo de toxicidade crónica, ou 
menos frequentemente, estudos de toxicidade aguda. No entanto, nos últimos 
anos, os métodos in vitro têm surgido em toxicologia como complemento aos 
testes animais in vivo (Acosta, 1985).  
Embora, os ensaios in vitro tenham sido considerados na caracterização de 
muitos compostos químicos, geralmente não têm influência directa no cálculo da 
dose diária aceitável (DDA). Deste modo, os ensaios in vivo são reconhecidos 
internacionalmente e estão publicadas as normas para a sua utilização. Contudo, 
as metodologias utilizadas têm geralmente mostrado sucesso na protecção do 
consumidor e, por sua vez, a avaliação relativa à segurança dos aditivos 
alimentares avança devido ao rápido desenvolvimento das ciências que apoiam a 
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toxicologia, tais como, a bioquímica, a biologia celular e molecular e a 
farmacocinética (Walton, 1999). 
No decurso dos últimos anos, os potenciais efeitos adversos 
(cancerígenos, neurotóxicos e genotóxicos) provocados pela utilização de 
edulcorantes tem sido uma preocupação entre os profissionais de saúde bem 
como entre os consumidores devido a uma grande variedade de razões. Uma 
área de grande interesse envolve a utilização de edulcorantes por parte das 
crianças, uma vez que o seu consumo é elevado quando comparado com a 
superfície corporal, e por mulheres grávidas, em relação às quais o objectivo da 
alimentação é garantir a saúde da mulher e do seu filho (ADA, 2004; Kroger et al., 
2006). 
Os pedidos à European Food Safety Authority (EFSA) relativos à revisão 
dos aditivos permitidos na União Europeia, com o objectivo de averiguar a 
reavaliação completa têm sido frequentes. O Committee on Toxicity of Chemicals 
in Food, Consumer Products and the Environment (COT) tem sido convidado a 
contribuir para o processo de reavaliação, com especial atenção na área da 
neurotoxicidade, uma vez que tem havido progressos recentes nesta área no que 
respeita às metodologias toxicológicas. O COT confirmou os efeitos toxicológicos 
de 12 aditivos através de experimentação animal. Estes aditivos foram avaliados 
anteriormente pelo Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives (JECFA) 
e pelo Scientific Committee on Food (SCF). Contudo, grande parte das avaliações 
foram realizadas há mais de 20 anos. Em virtude desse facto, foi pedido ao COT 
para verificar se o potencial neurotóxico e os efeitos no desenvolvimento de 
certos aditivos alimentares foram considerados na determinação da DDA e se os 
novos dados confirmam significativamente os efeitos anteriormente mencionados. 
Vários aditivos foram considerados nessa avaliação incluindo, entre outros, o 
Acessulfame K. O COT concluiu não haver evidência do potencial de 
neurotoxicidade e de efeitos no desenvolvimento para este edulcorante no que se 
refere à DDA. No entanto, embora as avaliações respeitantes à neurotoxicidade e 
aos efeitos no desenvolvimento faltassem, os dados disponíveis não foram 
indicativos que maiores investigações seriam uma prioridade considerando os 
actuais níveis de ingestão (Committes on Toxicity, Mutagenicity, Carcinogenicity 
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of Chemicals in Food, Consumer Products and the Environment, 2005). 
 
1.2. Acessulfame K 
1.2.1. Características gerais 
O Acessulfame K – C4H4KNO4S – (Fig. 1) é aproximadamente 200 vezes 
mais doce que a sacarose. O «K» refere-se ao potássio. Estudos 
farmacocinéticos mostram que 95% do edulcorante ingerido é excretado sem 
qualquer alteração na urina e, portanto, não fornece energia. Por outro lado, o 
consumo de Acessulfame K não influencia a ingestão de potássio. Permanece 
inalterado a temperaturas elevadas e está disponível sob a forma de granulado 
passível de ser adicionado a outros edulcorantes nutritivos ou não nutritivos, 
sendo responsável pelo aumento do sabor adocicado, mascarando também 
sabores desagradáveis presentes em alguns alimentos (SCF, 2000; ADA, 2004; 
Kroger et al., 2006).  
 
Fig. 1 – Estrutura molecular do Acessulfame K 
 
 
1.2.2. Segurança alimentar 
A segurança deste edulcorante foi avaliada pela JECFA em 1983. A FDA 
aprovou-o em 1988. Estas entidades estabeleceram uma DDA de 15 mg/kg de 
peso corporal/dia (FAO/WHO, 1981). A Comissão Europeia (SCF) reavaliou este 
edulcorante e apoiou a segurança do seu consumo, mas recomendou uma DDA 
de 9 mg/kg de peso corporal/dia. Em 1991, a reavaliação do Acessulfame K feita 
pela JECFA subiu a DDA para 15 mg/kg devido ao facto de ter sido considerado 
que este edulcorante não era metabolizado em nenhuma das espécies animais 
testadas (ratos, ratinhos e cães). Para além deste aspecto, o estudo realizado em 
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ratos com a duração de dois anos justificava também a escolha desta DDA (SCF, 
2000; ADA, 2004; Kroger et al., 2006). Considerando os efeitos genotóxicos do 
Acessulfame K, Mukherjee, et al. (1997) referem que o número de aberrações 
cromossómicas em ratinhos é significativo com as doses 60, 450, 1100 e 
2250mg/kg levantando dúvidas relativamente à genotoxicidade deste edulcorante. 
O Center of Science in the Public Interest nos EUA tem colocado objecções na 
aprovação e utilização do Acessulfame K, face ao seu potencial efeito 
carcinogénico, questionando a adequação dos ensaios de carcinogénese (SCF, 
2000). No entanto, a quantidade de Acessulfame K adicionada aos alimentos é 
muito pequena devido ao seu intenso efeito adoçante e também porque 
habitualmente é utilizado simultaneamente com outros edulcorantes (SCF, 2000; 
ADA, 2004; Kroger et al., 2006).  
1.2.3. Metabolismo 
O Acessulfame K é rapidamente absorvido em ratos, atingindo níveis 
máximos no sangue 30 minutos após administração. Nos ratos, 82 a 100% da 
dose é excretada pela urina e 97 a 100% da sua radioactividade total é excretada 
através das fezes, sendo a recuperação total de aproximadamente 100%. Os 
ratos não mostram sinais de acumulação orgânica. A excreção da radioactividade 
é rápida sendo de 92,6 a 96,8% em 24 horas (Kellner et al., 1975). 
Estudos toxicocinéticos realizados em ratos e cães demonstraram que não 
existem diferenças dependentes do sexo dos animais teste. Por outro lado, 
concluiu-se que a concentração plasmática e a excreção urinária são 
proporcionais à dose administrada (Troschau, 1995; Stammberger, 1998). 
1.2.4. Biotransformação 
O metabolismo do Acessulfame K foi investigado na urina e fezes de ratos 
e cães que receberam doses orais de 10 mg/kg de peso corporal, bem como, na 
urina e bílis de porcos que receberam doses orais de 5 mg/kg de peso corporal. 
Os métodos analíticos utilizados foram cromatografia de camada fina, 
espectrometria de massa e diluição de isótopos, que detectaram apenas a 
substância original nas amostras. A separação por cromatografia de camada fina 
dos extractos urinários de ratos revelou somente um pico correspondente ao 
Acessulfame K não tendo sido encontrados metabolitos nos animais controlo nem 
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nos tratados (Volz et al., 1983). 
Estudos in vitro realizados com um possível produto do metabolismo do 
Acessulfame K, a acetoacetamida, mostraram que este não foi um substrato para 
a tiolase, -hidroxiacil-CoA-desidrogenase, ou -hidroxi-butirato-desidrogenase o 
que indica que a formação in vivo de acetamida não é provável. Por outro lado, 
também foi investigado o papel inibidor in vitro do Acessulfame K em relação à 
anidrase carbónica, sendo necessário utilizar uma concentração de 180 mg/ml 
para obter uma inibição de 50% (Anon, 1980). 
1.2.5. Testes cancerígenos e de reprodução 
Testes de toxicidade a longo prazo, cancerígenos e de reprodução sobre o 
Acessulfame K foram desenvolvidos e demonstraram que esta substância é 
aceitável e segura para utilização dos potenciais consumidores de edulcorantes 
de sabor intenso. Mais de 30 países aprovaram a utilização do Acessulfame K em 
alimentos, bebidas, cosméticos e produtos farmacêuticos (Mukherjee et al., 1997).  
Beems and Til (1976) testaram ratinhos durante 80 semanas alimentados 
com dietas contendo 0, 0,3, 1 e 3% de Acessulfame K e concluíram que o 
composto não foi cancerígeno nas condições utilizadas. Sinkeldam et al. (1977) 
também chegaram à mesma conclusão num ensaio de 104 semanas em ratos 
alimentados com dietas que apresentavam 0, 0,3, 1 e 3% de Acessulfame K. 
Estes últimos investigadores num ensaio de 120 semanas (1979) em ratos 
chegaram à mesma conclusão com o mesmo tipo de dieta teste.  
Um estudo teratogénico foi conduzido em três gerações sucessivas de 
ratos alimentados com o mesmo tipo de dieta não tendo sido observadas 
alterações significativas nos órgãos dos animais (Sinkeldam et al., 1976). Koeter 
(1975) num ensaio com ratos fêmeas grávidas alimentadas com dietas com 0, 
0,3, 1 e 3% de Acessulfame K concluiu que os embriões não apresentavam 
alterações teratogénicas atribuíveis ao Acessulfame K. 
1.2.6. Estudos de genotoxicidade 
Os estudos existentes relativos à genotoxicidade do Acessulfame K são 
contraditórios. Enquanto que Marquardt (1978) referia que não seria um composto 
mutagénico quando o testou em fibroblastos de ratinhos, Baeder et al. (1977) ao 
avaliarem este edulcorante em micronúcleos de ratinhos sugeriam o mesmo e 
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Mayer et al. (1978) também não encontrou aberrações cromossómicas 
significativas em células de medula óssea de ratinhos. Mukherjee and Chakrabarti 
(1997), pelo contrário, concluíram que seria clastogénico e genotóxico em 
ratinhos ao avaliarem aberrações cromossómicas em células da medula óssea. 
Recentemente, Mukhopadhyay et al. (2000) demonstraram que este edulcorante 
não foi clastogénico em ratinhos pois não induziu aberrações cromossómicas em 
células da medula óssea.  
 






de peso corporal 











negativo Mayer et al., 
1978 
Mutação genética 
in vitro mamíferos 
Hamster chinês 
células V79 





10-10000 g/ml Negativo Marquardt, 1978 
Síntese de DNA 
Unscheduled 
Hepatócitos rato 25-10000 g/ml Negativo Myhr et al., 1982 
Teste de Ames S. typhimurium 0-100 mg/placa Negativo Gericke, 1977 









Jung et al., 1986 







Tabela 1 – Testes in vivo e in vitro realizados com Acessulfame K em várias espécies animais; 
fonte: Walker, R. Acesulfame Potassium  - WHO Food Additives Series 28 
 
O Acessulfame K foi também considerado não mutagénico no teste com a 
Escherichia coli WPUVR A e na Salmonella typhimurium (Jung et al., 1986) e não 
citotóxico ou mutagénico utilizando células de mamíferos (Marquardt, 1978). 
Outros ensaios, tais como o teste de micronúcleos em ratinhos NMRI (Baeder et 
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al., 1977) e testes citogenéticos (aberrações cromossómicas na medula óssea) 
em Hamsters chineses (Mayer et al., 1978) revelaram que o número de eritrócitos 
policromáticos e aberrações cromossómicas eram considerados normais nas 
doses testadas (450, 1500 e 4500 mg/kg de peso corporal). Os dados relativos a 
alterações malignas e estudos in vivo de alterações no ADN referem respostas 
negativas (Marquardt, 1978; Sagelsdorff et al., 1982). Os ensaios desenvolvidos 
em culturas de hepatócitos por Jung et al. (1991) indicavam que não existiria 
actividade genotóxica ou citotóxica, concluindo que o Acessulfame K não seria 
responsável por qualquer efeito cancerígeno.  
Mukherjee et al. (1997) concluíram que com 15 mg de Acessulfame K por 
kg de peso corporal o número de alterações cromossómicas não foi significativo 
quando comparado com o controlo. No entanto, em concentrações superiores (60, 
450, 1100 e 2250 mg/kg) o Acessulfame K foi clastogénico e genotóxico, 
demonstrando que este edulcorante é capaz de interagir com o ADN provocando 
alterações genéticas. 
Jeffrey et al. (2000) não encontraram evidência de reparação de ADN em 
culturas de hepatócitos de ratos em resposta a danos no mesmo com a utilização 
de Acessulfame K após 20 horas de exposição. 
Bandyopadhyay et al. (2008) descobriram também que o Acessulfame K 
induzia mais danos no ADN, à semelhança da Sacarina, do que o Aspartame. 
Neste estudo avaliaram o potencial genotóxico do edulcorante através da 
aplicação do comet assay em células da medula óssea de ratinhos (150, 300 e 
600 mg/kg de Acessulfame K). 
1.2.7. Estudos farmacológicos em ratinhos 
Diversos estudos mostraram que várias doses de Acessulfame K 
administradas por via intraperitoneal (400 mg/kg), oral (500 mg/kg) e subcutânea 
(320 mg/kg) não deprimem a actividade motora dos ratinhos excitados por 
Pervitina. O tempo de sono provocado pelo Hexobarbital, por seu lado, não foi 
alterado com o pré-tratamento com Acessulfame K em doses de 500 mg/kg por 
via oral ou 160 mg/kg subcutâneo. Ademais, doses de 500 mg/kg por via oral, 300 
mg/kg intraperitoneal ou 320 mg/kg subcutâneo não influenciam convulsões 
induzidas por Metrazol. Ptose e catalepsia induzidas por Tetrabenazina não 
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sofrem alterações com a administração de Acessulfame K (200 mg/kg 
intraperitoneal) o que indica que esta substância não apresenta propriedades anti-
depressoras. Para além disso, 200 mg/kg intraperitoneal, 160 mg/ kg subcutâneo 
ou 500 mg/kg de Acessulfame por via oral não influencia os efeitos 
comportamentais compulsivos induzidos pela Apomorfina e Imipramina e, 
portanto, efeitos anti-depressores e anti-colinérgicos são improváveis. Doses de 
320 mg/kg subcutâneo ou 500 mg/kg por via oral não produzem qualquer efeito 
analgésico em ratinhos (Vogel and Alpermann, 1974). 
1.2.8. Estudos especiais relativos a possíveis reacções do Acessulfame K 
com constituintes dos alimentos 
O Acessulfame K (1% em solução aquosa) foi aquecido a 100ºC com os 
constituintes alimentares modelo, etanol, sorbitol, glicina, alanina, ácido glutâmico, 
fenilalanina, em tampão acetato a pH 5. A análise por HPLC e espectrometria em 
UV não indicou ou detectou quaisquer produtos de decomposição ou interacção 
do Acessulfame K nos modelos usados (Clauss, 1981). 
1.2.9. Estudos especiais relativos à toxicidade a curto prazo do cloreto de 
potássio  
Estudos de alimentação realizados em ratos utilizando o cloreto de 
potássio permitiram esclarecerem o possível envolvimento do ião potássio 
presente no Acessulfame K em alterações observadas em estudos toxicológicos. 
Três grupos de 20 machos e 20 fêmeas foram alimentados durante 90 dias com 
dietas contendo 0, 12000 e 37000 ppm (0, 1.2 ou 3,7%) de KCl, equivalente ao 
conteúdo de potássio de dietas que continham 0, 3 ou 10% de Acessulfame K. 
Medidas regulares foram feitas ao peso corporal, alimentação e consumo de 
água, volume urinário e conteúdo de potássio. Os estudos toxicológicos 
demonstraram que o conteúdo de potássio do Acessulfame K poderia ser 
responsável por alguns dos efeitos adversos observados, especialmente no que 
diz respeito à diminuição do ganho de peso corporal (Mayer et al., 1978). 
1.2.10. Observação no Homem 
O metabolismo do Acessulfame K foi estudado no plasma e urina de 
voluntários humanos após a administração individual única de 30 mg e concluiu-
se que apenas a substância original foi detectada em todas as amostras (Volz, 
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1976). Outros estudos indicam que a sua absorção é rápida, virtualmente 
completa e a sua eliminação ocorre igualmente de uma forma rápida (Christ et al., 
1976). 
Por outro lado, estudos farmacocinéticos no Homem mostraram que doses 
individuais orais de Acessulfame K eram completamente absorvidas e 
rapidamente excretadas de uma forma inalterada na urina. A meia-vida 
plasmática era de 1,5 horas o que seria indicativo de que o período de exposição 
à substância era curto e não ocorreria bioacumulação (Christ et al., 1976). 
 
1.3. Bioavaliação do Acessulfame K 
Diversos estudos indicaram que o Acessulfame K não é metabolizado em 
nenhuma das espécies testadas (rato, ratinho, cão), incluindo o Homem. Para 
além disso, concluiu-se que o rato seria aparentemente um modelo apropriado 
para o Homem. Consequentemente, foi decidido que devido ao facto de estudos 
com a duração de dois anos representarem uma significativa parte da vida do 
rato, a DDA seria baseada no nível de efeitos não observados no rato, ou seja, 
1500 mg/kg de peso corporal por dia. Outros estudos toxicológicos apontam para 
o facto de que os produtos do metabolismo do Acessulfame K, nomeadamente a 
acetoacetamida e o ácido acetoacetamida-N-sulfónico, apresentariam uma 
toxicidade diminuta e que não seriam compostos mutagénicos, não representando 
um perigo para a saúde no que se refere à utilização do Acessulfame K (National 
Toxicology Program, 2005). 
Algumas objecções formais foram submetidas à Food and Drug 
Administration (FDA) nos anos 80 e 90 referindo que alguns dos estudos usados 
para estabelecer a segurança do Acessulfame K apresentavam falhas no 
desenho e execução dos mesmos, alguns dos resultados das experiências com 
os animais sugeriam que o Acessulfame K poderia aumentar o risco de cancro e 
que seria necessária mais investigação para determinar se a acetoacetamida, um 
subproduto resultante do Acessulfame K, representaria um risco para o 
consumidor. A FDA sempre considerou que os resultados obtidos pela maioria 
dos estudos desenvolvidos na década de 70 poderiam ser usados para avaliar a 
segurança do edulcorante embora as metodologias fossem limitadas. A FDA fez 
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uma revisão dos estudos em causa e concluiu que os resultados não sugeriam 
uma relação entre o Acessulfame K e o aparecimento de cancro. Por outro lado, a 
acetoacetamida foi considerada pela FDA, de facto, um produto tóxico se 
consumido em quantidades elevadas. Contudo, como está presente em 
quantidades negligenciáveis nos produtos alimentares concluíram que não seriam 
necessários mais testes. Para além da FDA também a SCF europeia partilhou 
destas opiniões questionando também os resultados do estudo de Mukherjee and 
Chakrabarti, 1997, impossíveis de replicar por outros investigadores (Kroger et al., 
2006).  
 
1.4. Biomarcadores  
Os biomarcadores são alterações biológicas que podem estar relacionadas 
com a exposição ou com os efeitos tóxicos de compostos químicos manifestando-
se como indicadores de contaminantes e fornecendo um meio de interpretação de 
níveis de poluentes. Situações moleculares e bioquímicas decorrentes da 
exposição a agentes tóxicos tendem a ser mais sensíveis, menos variáveis e mais 
estáveis do que os parâmetros determinados ao nível orgânico. Entre estes 
biomarcadores bioquímicos os mais investigados têm sido as enzimas de 
biotransformação e de defesa antioxidante (Van der Oost et al., 2003).  
Actualmente, são usados, com frequência, biomarcadores moleculares 
como avisos precoces relativos à toxicidade dos compostos para a prevenção do 
aparecimento de danos em organismos, comunidades e ecossistemas. As 
enzimas de biotransformação são um exemplo de biomarcador molecular sendo 
responsáveis pela activação de compostos químicos estranhos ao organismo, 
tornando compostos apolares em compostos hidrofílicos para serem eliminados. 
Neste processo, podem surgir intermediários reactivos capazes de provocar 
alterações no ADN e afectar a sua integridade, resultando em genotoxicidade e 
carcinogénese no caso da conjugação (Fase II da biotransformação) falhar. 
Alguns autores sugerem que o aumento da actividade enzimática na Fase II é 
uma alteração fisiológica importante que acontece com o objectivo de minimizar 
esses possíveis danos. Este aumento da actividade enzimática pode ser utilizado 
para sinalizar, então, precocemente a toxicidade de um determinado composto 
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(Gravato et al., 2003). As alterações das enzimas de biotransformação (fases I e 
II) cuja actividade, por exemplo nos peixes, pode ser induzida ou inibida após 
exposição a xenobióticos são biomarcadores muito sensíveis (Fernandes, 2005).  
O citocromo p-450, em especial a enzima etoxiresorufina-O-desetilase 
(EROD), constitui um biomarcador importante, talvez um dos mais bem 
estudados, sendo considerado extremamente eficaz para detectar os efeitos de 
compostos orgânicos principalmente em peixes (Pacheco et al., 2005). Após a 
exposição aquática a xenobióticos os níveis de EROD aumentam e esta é a base 
da utilização desta enzima como biomarcador dos efeitos da contaminação de 
ambientes aquáticos por poluentes orgânicos (Cajaraville et al., 2000). 
A peroxidação lipídica e a actividade da Catalase constituem 
biomarcadores que indicam stress oxidativo. A peroxidação lipídica é um 
processo que pode ser avaliado e utilizado como um indicador do stress oxidativo 
celular. Define-se como uma cascata de eventos químicos resultante da acção 
dos radicais livres sobre os lípidos insaturados das membranas celulares 
conduzindo à destruição da sua estrutura, falência dos mecanismos de troca dos 
seus metabolitos e morte celular (Lima et al., 2001). A actividade da Catalase, 
enzima estimulada pelas espeécies reactivas de oxigénio (ROS) e que faz parte 
do sistema de protecção antioxidante, pode também por este motivo ser utilizada 
como biomarcador de stress oxidativo (Fernandes, 2005). 
Por outro lado, as quebras na cadeia de ADN também constituem 
marcadores moleculares que podem ser usados como ferramentas precoces de 
aviso na avaliação da genotoxicidade de contaminantes, com o objectivo de 
prevenir danos irreversíveis nos organismos (Maria et al., 2002; 2006). 
 
1.5. Biotransformação 
O Homem está constantemente exposto a uma variedade de xenobióticos 
ou substâncias químicas não-nutrientes estranhas ao organismo. Os xenobióticos 
podem ser de origem natural ou sintética e incluem fármacos, aditivos 
alimentares, pesticidas, toxinas, substâncias químicas de uso industrial e 
poluentes ambientais de diversos tipos (Parkinson, 2001; Sipes and Gandolfi, 
1991).  
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A eliminação de xenobióticos ocorre pela urina, bílis, fezes, ar expirado e 
transpiração e, no caso de compostos não voláteis, depende em grande parte da 
solubilidade aquosa da molécula. Em princípio, as moléculas mais lipofílicas 
tendem a permanecer e acumular no organismo, uma vez que os meios habituais 
de eliminação são fundamentalmente aquosos. Assim, embora os xenobióticos 
mais hidrossolúveis possam ser eliminados de forma inalterada, habitualmente a 
depuração das moléculas mais lipofílicas absorvidas pelo organismo depende 
essencialmente dos processos de biotransformação. De um modo geral, o 
processo de biotransformação de xenobióticos lipofílicos dá origem a metabolitos 
finais mais hidrossolúveis encontrados nos principais meios de eliminação: urina e 
fezes (Schlenk et al., 2008). 
A biotransformação é um processo bioquímico catalisado por uma vasta 
diversidade de enzimas distribuídas em diferentes tecidos e encontradas tanto 
dentro como fora das células. O fígado é o principal órgão onde ocorre a 
biotransformação de xenobióticos na maioria das espécies animais. As reacções 
de biotransformação são divididas em duas fases. Durante a fase I, o xenobiótico 
pode sofrer uma série de reacções de oxidação, redução e hidrólise. Na fase II, o 
xenobiótico, que pode ou não ter passado pela fase I do metabolismo, é 
conjugado, através de reacções catalisadas por enzimas, a moléculas de alta 
polaridade mais facilmente excretáveis (Schlenk et al., 2008). 
Nos vertebrados, o fígado é o órgão onde se encontra a maior parte e 
diversidade de enzimas de biotransformação. Estas enzimas existem em quase 
todos os órgãos, mas a actividade é maior no fígado e naqueles tecidos 
estrategicamente situados nas portas de entrada do organismo, tais como trato 
gastrointestinal, pele, pulmão e mucosa nasal. Órgãos como o rim, o pâncreas, o 
coração, o cérebro, os testículos, a placenta, os ovários e vários outros também 
exibem importante capacidade metabólica em termos de biotransformação de 
xenobióticos. A nível subcelular, as enzimas de biotransformação estão 
localizadas primariamente no retículo endoplasmático ou na fracção solúvel do 
citoplasma, e em menores quantidades na mitocôndria, no núcleo e nos 
lisossomas. A presença destas enzimas no retículo endoplasmático pode ser 
explicada pelo facto dos substratos primários das enzimas de biotransformação 
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(xenobióticos) serem moléculas lipofílicas que tendem a se concentrar, portanto, 
na matriz lipoprotéica de que são constituídas as membranas (bicamada lipídica) 
do retículo endoplasmático (Parkinson, 2001). 
1.5.1. Etoxiresorufina-O-desetilase 
O sistema monoxigenase de função mista (MFO) tem papel central no 
metabolismo oxidativo e na excreção de diversas substâncias de origem natural e 
xenobióticas. O Citocromo p-450 é uma família de enzimas componente deste 
sistema que apresenta muitas isoformas, com diferentes funções no metabolismo 
de compostos endógenos e xenobióticos. Muitas subfamílias do citocromo p-450 
são conhecidas por terem o seu metabolismo oxidativo activado por distintos 
substratos. Entre estas podemos destacar a subfamília CYP1A e em especial a 
enzima EROD devido ao seu papel na biotransformação de compostos orgânicos, 
incluindo HPAs, PCBs e dioxinas (Van der Oost et al., 2003). 
As enzimas do citocromo p-450 são proteínas do grupo heme, 
pertencentes à fase I da biotransformação que oxidam, hidrolizam ou reduzem 
xenobióticos. Estas enzimas localizam-se principalmente no retículo 
endoplasmático liso e mitocôndrias de células hepáticas, renais, cérebro e outros 
órgãos. As reacções de fase I normalmente transformam substâncias endógenas 
ou exógenas lipofílicas em compostos mais hidrofílicos, facilitando sua 
eliminação. Alterando a estrutura química de compostos orgânicos, o citocromo p-
450 pode gerar compostos não tóxicos, menos ou mesmo mais tóxicos do que a 
substância original (Schlenk et al., 2008). A actividade da EROD é uma das 
reacções catalizadas pela subfamília CYP1A1. Esta enzima tem como substrato a 
7-etoxiresorufina, e através de uma O-desalquilação, ocorre a formação de 
resorufina, que pode ser medida espectrofotometricamente (Buchelli and Fent, 
1995). Esta reacção ocorre geralmente em níveis muito baixos ou indetectáveis 
em animais controlo, mas é altamente induzida por tratamento com alguns 
agentes tóxicos (Huggett et al., 1992), como hidrocarbonetos policíclicos 
aromáticos (PAHs), pentaclorobifenis (PCBs), dibenzo p-dioxinas policloradas 
(PCDDs) e policlorados dibenzofuranos (PCDFs) (Huggett et al., 1992; Buchelli 
and Fent, 1997; Van der Oost et al., 2003; Lu et al., 2008). Por outro lado, uma 
forte e significativa redução da actividade da EROD foi observada em peixes 
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expostos a organotinas, benzeno, cádmio e acrilamida (Buchelli et al., 1997, Van 
der Oost et al., 2003). A EROD, presente tanto em organismos vertebrados 
quanto em invertebrados, tem o papel de transformar estes xenobióticos lipofílicos 
em compostos mais hidrofílicos favorecendo a excreção destas substâncias. 
Entretanto, muitos metabolitos, formados durante este processo de 
desintoxicação, são altamente reactivos podendo ser genotóxicos e causar danos 
ao ADN que em última instância podem levar a carcinogénese. Após a exposição 
aquática a estes xenobióticos os níveis de EROD aumentam sendo esta a base 
da utilização da enzima como biomarcador dos efeitos da contaminação de 
ambientes aquáticos por poluentes orgânicos (Cajaraville et al., 2000). Este 
biomarcador é talvez um dos mais bem estudados e é considerado extremamente 
eficaz para detectar os efeitos de compostos orgânicos principalmente em peixes 
(Pacheco et al., 2005). Contudo, embora em muitos estudos seja encontrada boa 
correlação entre a actividade da EROD e os níveis de compostos orgânicos no 
ambiente, não se pode esperar uma relação dose/resposta linear entre a 
actividade da enzima e a concentração destes xenobióticos, uma vez que no meio 
ambiente muitas vezes estão presentes diferentes indutores e inibidores desta 
enzima. Além disso, outros factores como a temperatura, a sazonalidade e as 
hormonas sexuais podem alterar a resposta da EROD, devendo ser sempre 
considerados na interpretação dos resultados oriundos da avaliação desta enzima 
(Cajaraville et al., 2000). 
 
1.6. Stress Oxidativo 
O stress oxidativo é considerado uma importante condição patofisiológica, 
responsável pela morte celular quando ocorre um desequilíbrio entre a 
concentração das ROS e a concentração das defesas antioxidantes (Monserratt, 
2006). O oxigénio é um elemento necessário para muitas reacções celulares 
aeróbicas importantes mas, contudo, pode ser sujeito a reacções de transferência 
de electrões que geram intermediários altamente reactivos e tóxicos como o ião 
superóxido, o peróxido de hidrogénio ou os radicais hidroxilo (Kabuto et al., 2003). 
As alterações associadas com as ROS derivam da sua capacidade de modificar 
as biomoléculas tais como as proteínas, lípidos e ADN, alterando, deste modo, as 
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funções celulares. Ao reagirem com as biomoléculas causam diferentes tipos de 
danos biológicos podendo conduzir à morte celular. Através da formação de ROS, 
o stress oxidativo pode causar oxidação de aminoácidos, alterar quimicamente as 
bases púricas e pirimídicas provocando quebras na cadeia de ADN e peroxidação 
lipídica. No entanto, diversos mecanismos protegem as células dos danos 
causados por radicais livres oxidantes, incluindo sistemas enzimáticos 
antioxidantes tais como a superóxido dismutase, a catalase e a glutationa 
peroxidase (Matsugoa et al., 2000; Murthy et al., 2002; 2005; Kabuto et al., 2003) 
assim como antioxidantes não enzimáticos como as vitaminas A, C e E e a 
glutationa. As células eucarióticas desenvolveram estes sistemas de defesa 
antioxidantes para prevenir o aparecimento de danos oxidativos e para permitir a 
sobrevivência em ambiente aeróbico (Feng et al., 2003).  
As ROS são geradas in vivo pela cadeia respiratória redox, pela actividade 
respiratória dos fagócitos ou linfócitos e das várias oxidases. Muitas condições de 
exposição ambiental adversas durante o tempo de vida tais como a hipertermia, 
infecções, radiações ultravioleta ionizantes, inalação de ozono ou poluição 
ambiental são susceptíveis de causar stress oxidativo (Feng et al., 2003). 
Nos indivíduos saudáveis a produção de ROS está em equilíbrio com as 
defesas antioxidantes. O stress oxidativo pode ser causado pela depleção dos 
níveis de antioxidantes (a desnutrição baixa os níveis de vitaminas antioxidantes e 
glutationa), pelo aumento da formação de ROS (causada por químicos e outras 
substâncias tóxicas através da oxidação dependente do citocromo p-450 que 
poderá originar a formação de radicais superóxido) e em locais de inflamação 
como resultado da actividade oxidativa fagocitária (Wiseman, 1996).  
A produção de ROS como produtos do metabolismo oxidativo é prejudicial 
para importantes moléculas biológicas e, portanto, devem ser neutralizados por 
um grande número de defesas antioxidantes (Wilhelm Filho et al., 2000). 
Relativamente aos mamíferos a informação disponível em relação aos 
antioxidantes refere-se principalmente aos animais de laboratório, especialmente 
ratos e ratinhos (Wilhelm Filho et al., 2007).  
Actualmente, existem duas noções diferentes mas compatíveis acerca dos 
mecanismos pelos quais as ROS poderão causar alterações ao nível das funções 
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celulares. A visão clássica reflecte que as perdas das funções celulares são 
devidas primariamente à acumulação de ROS que infligem danos oxidativos às 
macromoléculas tais como proteínas, ácidos nucleicos e lípidos (Levine et al., 
2001). Este danos mediados pelas ROS, particularmente o dirigido às proteínas 
têm sido apontados como importantes responsáveis no aparecimento de 
alterações celulares (Stadtman et al., 2000; Sohal, 2002). A outra noção mais 
recente baseia-se no facto de que para além dos danos moleculares, as ROS 
também causam mudanças graduais oxidativas no estado redox das células 
resultando em alterações progressivas na sinalização celular e na expressão 
genética conduzindo as células a estados avançados de senescência (Droge, 
2002; Finkel, 2003). O mecanismo através do qual as ROS alteram o estado 
redox celular envolve provavelmente numa fase inicial a oxidação de tióis livres e 
ligados a proteínas (Schafer and Buettner, 2001; Giles et al., 2003; Rebrin and 
Sohal, 2004). 
1.6.1.  Sistema de defesa antioxidante 
O sistema de defesa antioxidante é um sistema altamente complexo e 
integrado que funciona para proteger as células contra os efeitos potencialmente 
prejudiciais das espécies reactivas de oxigénio produzido como resultado do 
metabolismo aeróbico. Este sistema é composto por moléculas não-enzimáticas e 
enzimáticas (Van Remmen et al., 1999; Esposito et al., 2000).  
Os antioxidantes podem actuar aumentando os níveis das defesas 
endógenas através da regulação da expressão de genes codificadores de 
enzimas como a Superóxido Dismutase, Catalase, Glutationa Peroxidase ou a 
Peroxidase dos Lípidos. De acordo com diversos estudos in vivo e in vitro, vários 
antioxidantes têm demonstrado papel protector em relação a muitas células como 
os hepatócitos e as células do nefrónio relativamente a peroxidação lipídica ou 
inflamação, prevenindo a ocorrência de necrose hepática, danos renais entre 
outras alterações (Hsio et al., 2003; Murthy et al., 2005). 
A primeira linha de defesa contra os efeitos das ROS é a Superóxido 
Dismutase que capta enzimaticamente os aniões superóxido convertendo-os em 
peróxido de hidrogénio. O peróxido de hidrogénio produzido desta forma é 
removido pelas enzimas Catalase e Glutationa Peroxidase. A mitocôndria é o 
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local primário da geração de anião superóxido pelo metabolismo aeróbico. Os 
aniões superóxido não atravessam prontamente a membrana e devem ser 
destruídos próximo do local onde são produzidos, pela cadeia transportadora de 
electrões (Van Remmen et al., 1999; Esposito et al., 2000).  
A Catalase decompõe o peróxido de hidrogénio em água e oxigénio. Esta 
enzima está presente em todos os animais em diferentes quantidades nos 
diversos tecidos. Nos mamíferos, o fígado, o rim e as células sanguíneas são 
ricos em Catalase, enquanto que o cérebro e o músculo apresentam actividades 
relativamente baixas. Na maioria dos tecidos, a Catalase está localizada nos 
peroxissomas, que são uma fonte rica em peróxido de hidrogénio. Portanto, é 
provável que a Catalase sirva para prevenir a saída do peróxido de hidrogénio do 
peroxissoma. Curiosamente, um organelo no qual aparentemente não existem 
defesas antioxidantes mediadas pela Catalase relativamente ao peróxido de 
hidrogénio é o núcleo (Schriner et al., 2000).  
Na ausência das enzimas antioxidantes as ROS causam peroxidação 
lipídica e danos na cadeia de ADN (Esposito et al., 2000).  
Os mais importantes antioxidantes não enzimáticos incluem, entre outros, 
compostos endógenos como a GSH e outros antioxidantes exógenos como o 
tocoferol, ascorbato, carotenóides e flavonóides. Pode-se ainda destacar algumas 
hormonas, aminoácidos e pigmentos biliares (Wilhelm Filho et al., 2000). 
Por seu lado, a Glutationa Peroxidase também cataliza a decomposição do 
peróxido de hidrogénio e está presente na mitocôndria e no citosol 
presumivelmente protegendo estes locais contra os danos gerados pelo peróxido 
de hidrogénio (Schriner et al., 2000). A Glutationa é geralmente um captador de 
electrões de radicais livres e um substrato para a Glutationa Peroxidase na sua 
forma reduzida que é regenerada da forma oxidada pela Glutationa Reductase e é 
reduzida nos tecidos pelo stress oxidativo (Kabuto et al., 2003). Por outro lado, 
acredita-se que a Glutationa na forma reduzida (GSH) apresenta um papel crucial 
na protecção contra o stress oxidativo. Esta protecção é conseguida directamente 
através da sua acção como captadora de radicais livres e indirectamente como 
substrato das Glutationa Peroxidases, Glutationa-S-transferase e enzimas 
relacionadas (Rojas et al., 2000). 
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1.6.2.  Peroxidação lipídica 
A peroxidação lipídica é uma reacção em cadeia mediada por radicais 
livres que pode ser iniciada pelo radical hidroxilo e ataca ácidos gordos 
polinsaturados em membranas e partículas lipoproteicas plasmáticas resultando 
em danos oxidativos (Wiseman, 1996). É considerada um mecanismo primário de 
destruição da membrana celular e de danos celulares (Balasubramaniyan et al., 
2003; Sivapiriya et al., 2006). 
O processo de peroxidação lipídica ocorre por diversos mecanismos, 
incluindo aqueles nos quais estão envolvidos os radicais livres e os controlados 
enzimaticamente. O processo ocorre também em diversas etapas, com inúmeras 
possibilidades de reacções químicas, o que o torna de difícil compreensão e 
avaliação. Devido a isto, ainda não há um método considerado ideal para avaliá-lo 
por completo. Portanto, tratando-se de um processo tão complexo, torna-se 
necessário avaliá-lo por meio de abordagens metodológicas distintas para cada 
uma das suas etapas. A importância da mensuração dos produtos derivados da 
lipoperoxidação em fluidos biológicos está relacionada com a citotoxicidade 
destes produtos, que pode causar alterações celulares associadas ao 
envelhecimento e diversas doenças (Lima et al., 2001). 
A peroxidação lipídica é um processo que pode ser avaliado e utilizado 
como um indicador do stress oxidativo celular. Define-se como uma cascata de 
eventos químicos resultante da acção dos radicais livres sobre os lípidos 
insaturados das membranas celulares conduzindo à destruição da sua estrutura, 
falência dos mecanismos de troca dos seus metabolitos e morte celular. Estas 
alterações nas membranas levam a distúrbios na permeabilidade alterando o fluxo 
iónico e de outras substâncias, resultando na perda de selectividade para a 
entrada e/ou saída de nutrientes e substâncias tóxicas para a célula, alterações 
do ADN, oxidação das LDL e comprometimento dos componentes da matriz 
extracelular (Lima et al., 2001).  
As principais metodologias utilizadas para a avaliação da peroxidação 
lipídica em sistemas biológicos medem a formação de produtos gerados durante 
as diferentes fases deste processo. Portanto, é importante utilizar as várias 
técnicas disponíveis, pois a sua escolha dependerá do propósito do investigador, 
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ou seja, da fase do processo de peroxidação lipídica que se pretenda avaliar. Um 
método considerado ideal na mensuração da peroxidação lipídica deve: (1) 
identificar e quantificar produtos derivados especificamente do processo de 
peroxidação; (2) ter um baixo coeficiente de variação, quando analisadas 
amostras diferentes de um mesmo indivíduo; (3) não estar sujeito a interferências 
de outras biomoléculas; (4) empregar técnicas robustas e, portanto, mais 
confiáveis; (5) não sofrer interferência directa da dieta e (6) ter sensibilidade para 
mensurar níveis basais dos produtos (Gutteridge, 1995; Halliwell, 2000; Abuja and 
Albertinni, 2001).  
O indicador mais comum da peroxidação lipídica é a formação de 
malondialdeído (MDA) (Adachi et al., 2006). O método mais utilizado para medir a 
peroxidação lipídica membranar é o teste do TBA embora o termo TBARS seja 
frequentemente utilizado (Wiseman, 1996). Contudo, o nível de TBARS tem 
demonstrado uma utilidade limitada (Adachi et al., 2006). Uma das técnicas mais 
utilizadas para se avaliar a oxidação de lípidos é, então, o teste do MDA. O MDA 
é um dialdeído formado como um produto secundário durante a oxidação de 
ácidos gordos polinsaturados por cisão beta dos AGPI peroxidados, 
principalmente o ácido araquidónico. É volátil, possui baixo peso molecular, tem 
uma cadeia curta 1,3-dicarbonil e é um ácido moderadamente fraco (pKa = 4,46). 
Em condições apropriadas de incubação (meio ácido e aquecimento), reage 
eficientemente com uma variedade de agentes nucleofílicos para produzir 
cromógenos no espectro visível. A sua condensação com o TBA forma produtos, 
que podem ser determinados por absorção no visível ou por fluorescência. Quatro 
factores importantes devem ser considerados neste teste: (a) a influência das 
condições da reacção e dos reagentes na resposta ao TBA; (b) a não 
especificidade do TBA para a reacção com o MDA; (c) a não exclusividade do 
MDA como produto final da peroxidação lipídica (d) a impossibilidade de se 
distinguir o complexo MDA/TBA dos outros produtos reactivos ao TBA por 
espectrofotometria. Este método é de fácil utilização, fornecendo informações 
sobre a extensão da peroxidação lipídica em sistemas simples, in vitro, mas não é 
indicado para a análise em fluidos biológicos (Lima et al., 2001). 
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Os radicais livres provocam danos nos componentes celulares e, um efeito 
muito importante refere-se aos danos no ADN como causa da carcinogénese 
(Schriner et al., 2000).  
As ROS tais como o anião superóxido e o radical hidroxilo podem causar 
danos no ADN. Os mecanismos dos danos celulares induzidos por ROS incluem 
peroxidação lipídica membranar, danos às bases e aos ácidos nucleicos, quebras 
e cross-linkage na cadeia de ADN, podendo ter consequências reversíveis ou 
irreversíveis, tal como reparação celular, proliferação, diferenciação, 
transformação e apoptose (Tice et al., 2000; Imaeda et al., 2002). O ataque pelos 
radicais hidroxilo resulta em mais de 20 aductos diferentes no ADN. Na ausência 
de reparação, estes aductos podem conduzir a mutações devido à propensão que 
a polimerase do ADN apresenta para inserir determinados resíduos em oposição 
ao aducto conduzindo ao aparecimento de transversões. Devido a este facto, e 
também porque apenas existem em média duas cópias de cada gene, é provável 
que os danos ao ADN nuclear sejam particularmente relevantes para a função 
celular quando comparados com as múltiplas cópias de qualquer proteína, lípido 
ou ADN mitocondrial, assim como a importância do ADN nuclear para a 
carcinogénese (Schriner et al., 2000). 
Entre outros alvos celulares, o genoma é particularmente vulnerável. Os 
danos oxidativos causados podem ser removidos por diversos mecanismos de 
reparação para assegurar a estabilidade da informação genética. No caso de não 
ocorrer reparação os danos no ADN primariamente induzidos pelas ROS podem 
conduzir a mutações (Speit et al., 2002). 
Embora os danos a qualquer constituinte celular possam ser prejudiciais às 
células afectadas, os danos no ADN têm especial importância pois podem ser 
transmitidos à progenia das células expostas sob a forma de mutações. Diversos 
mecanismos evoluíram no sentido de destruir as células afectadas cuja 
viabilidade poderia ser prejudicial ao organismo. Estes incluem a apoptose e uma 
série de check points no ciclo celular para prevenir a replicação de células com 
danos. Os mecanismos de reparação do ADN também evoluíram com o objectivo 
de corrigir os danos espontâneos e os danos resultantes da exposição a agentes 
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exógenos (Rojas et al., 2000). 
Os organismos expostos a compostos químicos genotóxicos podem induzir 
uma cascata de eventos tais como vários tipos de alterações no ADN. Assim, 
estas alterações no ADN podem incluir quebras na cadeia no polímero de ADN, 
na composição das suas bases ou um aumento no nível de reparação, para além 
da formação directa de aductos. Desta forma, estes eventos constituem 
marcadores moleculares que podem ser usados como ferramentas precoces de 
aviso, na avaliação da genotoxicidade de contaminantes, com o objectivo de 
prevenir danos irreversíveis nos organismos (Maria et al., 2002; 2003; 2005; 
2006) assumindo particular importância na avaliação de danos no ADN (Pacheco 
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2. Material e Métodos 
2.1. Químicos 
O Acessulfame K e a Ciclofosfamida foram adquiridos através da Sigma 




Os ratinhos (n=24) suíços albinos do sexo masculino (Hsd: ICR (CD-1) 
mice), com 5 a 6 semanas de vida e com 31,5+0,6 g de peso corporal foram 
comprados no laboratório de Espanha (Barcelona) da unidade da Harlan 
Interfauna Ibérica. Em laboratório, os ratinhos foram aclimatizados durante 7 dias 
com água e uma dieta comercial disponibilizadas ad libitum.  
 
2.3. Desenho Experimental 
A selecção das doses baseou-se no relatório dos níveis de efeitos não 
tóxicos do Acessulfame K (FAO/WHO, 1983) e nos trabalhos de Mayer et al. 
(1978), Mukherjee and Chakrabarti (1997) e Guzman et al. (2004). 
O modo de administração foi desenvolvido de acordo com os critérios da 
WHO (1985) para testes de curta duração. Diferentes concentrações de 
Acessulfame K (15, 60, 1500 e 2250 mg/kg de peso corporal) foram administradas 
por via oral em quatro animais por dose, tendo em consideração a utilização de 
uma solução de Acessulfame K respeitando a proporção 0,1ml/10g de peso 
corporal. Os animais foram sacrificados 24 horas depois. O controlo negativo 
(NaCl 0,9%) foi administrado por via oral e usado nas mesmas condições que o 
composto químico estudado. O controlo positivo, a Ciclofosfamida 
(C7H15Cl2N2O2P
.H2O), foi utilizado na dose de 25 mg/kg de peso corporal apenas 
na determinação da integridade do ADN tendo sido administrado também por via 
oral utilizando-se o NaCl 0,9% como veículo de administração do Acessulfame K. 
A Ciclofosfamida foi escolhida por ser um composto capaz de induzir 
genotoxicidade utilizado por vários autores como controlo positivo em ratinhos 
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(Anderson et al., 1995; Mukherjee and Chakrabarti, 1997; Devi et al., 2001; Banu 
et al., 2004; Guzman et al., 2004; Kumar and Kuttan, 2005; Selvendiran et al., 
2005). 
Os órgãos a estudar – rim e fígado – foram extraídos e durante a colheita, 
o fígado foi dividido em três partes sendo 1/3 utilizado para avaliação de stress 
oxidativo, 1/3 para avaliar a actividade da EROD e a restante parte para avaliação 
de genotoxicidade. No que diz respeito ao rim, este foi dividido em 2 partes: uma 
para stress oxidativo e outra para genotoxicidade. 
 
2.4. Preparação das Amostras 
2.4.1. Stress oxidativo 
As amostras de fígado e rim foram homogeneizadas numa proporção de 1-
10, ou seja, de 1g de amostra para 10 ml de tampão fosfato de potássio pH 7,4 
(0,1M de KH2PO4 e 0,1M de K2HPO4). 
De cada homogeneizado, separaram-se 130 l para um tudo de eppendorf, 
onde previamente tinham sido colocados 5l de hidroxitolueno butilado - BHT 
(4% em metanol). As amostras foram congeladas em azoto líquido e 
armazenadas a – 80ºC, para posteriormente serem utilizadas na avaliação da 
peroxidação lipídica. 
Depois de centrifugado a 12000 rpm, a 4ºC durante 20 minutos, recolheu-
se o sobrenadante, separou-se de cada amostra 150 l para microtubos, 
congelou-se em azoto líquido e armazenou-se a – 80ºC para posterior avaliação 
da actividade da Catalase e quantificação de proteínas. O restante sobrenadante 
foi congelado em azoto líquido e armazenado a – 80ºC (Pacheco e Santos, 1999). 
2.4.2. Isolamento dos microssomas hepáticos para avaliação da EROD 
Para além das amostras anteriormente descritas, foram preparadas outras 
que serviram para a determinação da actividade da EROD no fígado.  
Os microssomas hepáticos foram obtidos de acordo com o método de 
Lange et al. (1993) e Monod and Vindimiam (1991) adaptado por Pacheco e 
Santos (1998). 
O homogeneizado foi centrifugado a 15000 rpm, a 4ºC durante 20 minutos, 
numa ultracentrífuga Beckman Optima TL (rotor de ângulo fixo TLA-100.4) para 
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remover detritos celulares, núcleos, mitocôndrias e lisossomas e, posteriormente, 
apenas o sobrenadante foi novamente centrifugado a 50000 rpm durante 75 
minutos para isolamento dos microssomas hepáticos. Colocou-se, então, a 
fracção pós-mitocondrial para determinação da actividade da EROD em 
microtubos com 200 l de tampão TRIS-HCl (trishidroximetilaminometano e ácido 
clorídrico) 0,1M pH 7,4, enquanto que o sobrenadante foi colocado noutros 
microtubos para quantificar as proteínas. Por fim, todas as amostras foram 
congeladas em azoto líquido e armazenadas a – 80ºC. 
2.4.3. Integridade do ADN 
Para avaliar a integridade do ADN foi necessário efectuar o isolamento do 
ADN. Para tal, colocaram-se as amostras de fígado e rim deste grupo no tampão 
TNES-ureia 5M (5 a 6 vezes o seu peso): 5M de ureia; 10mM de TRIS-HCl, pH 
7,5; 125mM de NaCl; 10mM de ácido etilenodiamino tetraacético (EDTA); 1% de 
sulfato dodecil de sódio (SDS), num tubo estéril. Em seguida, adicionou-se 
proteinase K a 10mg/ml de forma que a concentração final daquele volume fosse 
0,8mg/ml. Colocaram-se as amostras a 35-37ºC durante 14 a 16 horas. 
Posteriormente, foi utilizado um kit para extracção do ADN. 
 
2.5. Determinações Bioquímicas 
2.5.1. Peroxidação lipídica 
A peroxidação lipídica foi avaliada de acordo com o procedimento de 
Ohkawa et al. (1979) e Bird and Draper (1984) com algumas modificações. 
Em primeiro lugar prepararam-se as soluções necessárias para a análise 
da peroxidação lipídica – ácido tricloroacético (TCA) a 12%, ácido 2-tiobarbitúrico 
(TBA) a 0,73% e tampão TRIS-HCl 60mM pH 7,4 e ácido 
dietilenotriaminopentaacético (DTPA) 0,1mM.  
Depois, em tubos de ensaio colocaram-se 50 l de amostra, 500 l de TCA 
a 12% frio depois de agitar no vórtex, 450 l de tampão TRIS-HCl 60 mM pH 7,4 e 
DTPA 0,1 mM e, por fim, 500 l de TBA a 0,73%. Os tubos foram fervidos durante 
1 hora em banho-maria e arrefeceu-se em gelo durante 10 minutos. Transferiu-se 
o conteúdo para microtubos e centrifugou-se numa Centrífuga Eppendorf 5415 C 
durante 3 minutos a 12000 rpm. O sobrenadante foi transferido para cuvetes de 
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vidro, efectuando-se a leitura no espectrofotómetro Jasco V-530UV/VIS a 535 nm 
a temperatura ambiente. Registaram-se os valores e calculou-se a quantidade de 
TBARS (TBA reactive species) expressa em TBARS/g de tecido utilizando um 
coeficiente de extinção molar de 1,56x105M-1cm-1. 
 
2.5.2. Actividade da Catalase 
A actividade da Catalase foi avaliada de acordo com o método de Claiborn 
(1985) descrito por Giri et al. (1996). 
Prepararam-se as soluções necessárias para a determinação da actividade 
da Catalase através da quantificação do peróxido de hidrogénio consumido por 
unidade de tempo, ou seja, tampão fosfato de potássio 0,05 M pH 7,0 (0,05M de 
KH2PO4 e 0,05M de K2HPO4) e peróxido de hidrogénio 30 mM.  
Adicionou-se numa cuvete de quartzo 1,99 ml de tampão fosfato de 
potássio a 25ºC e 1 ml de peróxido de hidrogénio.  
Por fim, acrescentou-se 10 l de amostra (fracção pós-mitocondrial) e leu-
se no espectrofotómetro Jasco V-530UV/VIS a 240 nm durante 3 minutos.  
A actividade da Catalase foi calculada e expressa em mol de peróxido de 
hidrogénio consumido/min/mg de proteína utilizando um coeficiente de extinção 
molar de 43,5M-1cm-1. 
2.5.3. Actividade da Etoxiresorufina-O-desetilase hepática 
A actividade da EROD foi determinada de acordo com o protocolo descrito 
por Burke e Mayer (1974). 
A determinação da actividade foi realizada através da análise gráfica da 
cinética enzimática (Time Course Measurement com comprimento de onda de 
excitação de 530 nm e de emissão 580 nm num espectrofluorímetro Jasco FP-
750). 
Em primeiro lugar, prepararam-se todas as soluções necessárias para a 
determinação da actividade da EROD, isto é, tampão TRIS-HCl 0,1M pH 7,4 + 
KCl (0,15M) + Glicerol (20%), tampão substrato (preparado a partir de 
etoxiresorufina concentrada e tampão TRIS-HCl 0,1M com relação de 1-25) e 
NADPH (25mg em 3ml de água destilada). 
Em seguida, construiu-se uma curva de calibração de Resorufina. 
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Colocaram-se na cuvete 25 l de amostra (microssomas), 1000 l de 
tampão substrato e 75 l de tampão TRIS-HCl 0,1M pH 7,4. Deixou-se estabilizar 
a emissão e iniciou-se a reacção com a adição de 10 l de NADPH. A reacção 
ocorreu numa cuvete semimicro HELLMA a 25ºC e efectuou-se a leitura no 
espectrofluorímetro a 25ºC. Deixou-se decorrer a reacção durante 3 minutos, 
registando-se as leituras nos minutos zero, um, dois e três e calculou-se a 
variação da concentração durante esse tempo. A actividade da EROD foi, então, 
determinada tendo sido expressa em picomoles/min/mg de proteína microssomal.  
2.5.4. Determinação da proteína total 
O conteúdo proteico da amostra de microssomas foi determinado de 
acordo com o método de Biureto (Gornall et al., 1949) usando albumina sérica 
bovina como padrão num espectrofotómetro Jasco V-530UV/VIS. 
 
2.6. Integridade do ADN 
A quantificação de quebras na cadeia de ADN permitiu avaliar a 
integridade do ADN.  
2.6.1. Extracção do ADN das amostras 
A extracção do ADN realizou-se de acordo com Asahida et al. (1996). 
Inicialmente, misturou-se num eppendorf 200 l de amostra com solução 
de lise (NaOH 0,03M + Na2HPO4 0,01M, pH 12,2) e incubou-se a 65ºC durante 10 
a 12 minutos. Adicionou-se imediatamente, 600 l de clorofórmio, agitou-se por 
inversão (3 a 5 vezes) e centrifugou-se a amostra numa Centrífuga Eppendorf 
5415 C a 11500 rpm durante 5 minutos. Depois, transferiu-se a fase aquosa 
―upperfase‖ com ADN para um novo tubo e adicionou-se 800 l de solução de 
precipitação fresca (mistura de 720 l de água desionizada estéril com 80 l de 
solução concentrada 10X), misturando suavemente através de várias inversões à 
temperatura ambiente durante 1 a 2 minutos. Em seguida, centrifugou-se a 11500 
rpm durante 5 minutos, removeu-se o sobrenadante completamente e dissolveu-
se o pellet de ADN em 100 l de solução NaCl 1,2M, assegurando a dissolução 
completa do ADN. Posteriormente, adicionou-se 300 l de etanol frio (-20ºC), 
deixando-se precipitar o ADN (10 minutos a -20ºC) e centrifugou-se a amostra 
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durante 5 minutos a 11500 rpm. Rejeitou-se o etanol e dissolveu-se o ADN em 
200 l de tampão TNES-ureia 5 M agitando levemente até dissolver o pellet. 
Guardou-se a 4ºC durante 24 horas e, por fim, armazenou-se a -80ºC até 
utilização. O ADN renal e hepático foi extraído através do kit ―Genomic DNA 
Purification, #K0512‖ da Fermentas (BioPortugal).  
 
2.6.2. Desenrolamento do ADN em condições alcalinas 
A metodologia utilizada para o desenrolamento do ADN foi aplicada 
segundo Rao et al. (1996) com algumas pequenas modificações de acordo com 
Maria et al. (2002).    
Em primeiro lugar, transferiu-se 200 l do ADN anteriormente isolado e 
dissolvido em tampão TNES-ureia 5M para tubos estéreis com rosca de 13 ml. 
Adicionou-se 1 ml de tampão de lise e incubou-se em gelo mantendo-se no 
escuro durante 30 minutos. 
Depois, adicionou-se 1 ml de solução SDS 0,5% para obter uma dispersão 
uniforme do ácido nucleico na mistura e 1 ml de solução HCl para alterar o pH da 
mistura para 7,0. A mistura foi ressuspensa 2 vezes com uma pipeta.  
Preparou-se uma solução de hidroxiapatite fervendo durante 5 minutos 1ml 
de tampão hidróxido a 10 mM com 0,1 g de hidroxiapatite. Adicionou-se 1 ml da 
solução com ADN a um microtubo de 2 ml que já continha 200 l do preparado de 
hidroxiapatite. Agitou-se levemente cerca de 200 vezes, centrifugou-se a 16000 
rpm durante 2 a 3 segundos numa Centrífuga Eppendorf 5415 C para obter um 
pellet macio com fácil ressuspensão e rejeitou-se o sobrenadante.  
Em seguida, adicionou-se ao tubo eppendorf anterior 1,5 ml de tampão de 
lavagem (formamida + tampão fosfato de potássio 1 M, pH 7,0) para remover o 
SDS e outros componentes excepto o ADN que permanece ligado à 
hidroxiapatite. Agitou-se suavemente durante 1 minuto (cerca de 100 vezes, 
centrifugou-se 2 a 3 segundos e rejeitou-se o sobrenadante. Depois, adicionou-se 
1 ml de tampão de eluição 1 (formamida + tampão fosfato de potássio 1 M, pH 
7,0) para o tubo eppendorf que continha o ADN, agitou-se manualmente durante 1 
minuto, centrifugou-se no máximo 2 a 3 segundos e transferiu-se o sobrenadante 
para um tubo eppendorf estéril. 
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Posteriormente, adicionou-se 1 ml de tampão de eluição 2 (formamida + 
tampão fosfato de potássio 1 M, pH 7,0) ao tubo eppendorf com o ADN, agitou-se 
manualmente durante 1 minuto, centrifugou-se 2 a 3 segundos e transferiu-se o 
sobrenadante para um tubo eppendorf estéril. Colocaram-se as amostras num 
banho quente a 95ºC durante 5 minutos. Arrefeceram-se as amostras num banho 
gelado (2 minutos) para evitar a reconstituição do ADN e, quando frias, adicionou-
se 800 l de bis-benzimida (Hoechst 33258) a 400 l de amostra gelada. Deixou-
se actuar durante 10 minutos e leu-se de imediato num espectrofluorímetro Jasco 
FP-750 (excitação a 360 nm e emissão a 450 nm).  
Os dados obtidos foram expressos em % de Integridade do ADN 
determinada pela aplicação da seguinte equação: 
Integridade do ADN (%) = [(cadeia dupla do ADN)/(cadeia dupla do ADN + 
cadeia simples do ADN)] x 100 
 
2.7. Estatística 
Os resultados foram expressos através da média + erro padrão 
correspondendo a grupos experimentais de 4 ratinhos (n=4). 
O tratamento estatístico dos resultados obtidos foi efectuado recorrendo-se 
a um software de estatística (SigmaStat 2.03) que permitiu fazer a análise da 
variância através do método One Way ANOVA comparando-se os resultados dos 
vários grupos de ratinhos seguindo-se a aplicação do Teste de Tukey (Zar, 1996). 
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A descrição dos resultados obtidos é feita por órgão baseando-se na sua 
resposta bioquímica no que diz respeito a indução de peroxidação lipídica, 
protecção antioxidante enzimática (actividade da Catalase), indução de enzimas 
de biotransformação de compostos orgânicos (EROD) e genotoxicidade 
(integridade do ADN). Os resultados são comparados com o grupo controlo e com 
os resultados obtidos nos outros grupos expostos. 
  
3.1. Peroxidação Lipídica 
3.1.1. Resposta hepática 
Os resultados obtidos demonstram que a administração por via oral de 
Acessulfame K (15, 60, 1500 e 2250 mg/kg peso corporal) a ratinhos, após 24 
horas, no que respeita à avaliação da peroxidação lipídica hepática não implicou 
maior destruição da membrana celular em qualquer dose de Acessulfame K 
quando comparado com o NaCl (controlo) pois a formação de TBARS foi inferior 




Peroxidação Lipídica (M TBARs/g tecido) no fígado de ratinhos tratados com NaCl (controlo) e 
doses crescentes de Acessulfame K (15, 60, 1500 e 2250mg/kg de peso corporal). Os valores 
representam a média + erro padrão.  
 
  M TBARs/g tecido de fígado 
NaCl 5,30 + 0,365 
Ace K 15 2,82 + 0,556 
Ace K 60 2,69 + 0,674 
Ace K 1500 3,02 + 1,802 
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Fig. 1 – Avaliação da Peroxidação Lipídica (M TBARs/g tecido) no fígado de ratinhos tratados 
com NaCl (controlo) e doses crescentes de Acessulfame K (15, 60, 1500 e 2250mg/kg de peso 
corporal). A administração dos compostos químicos foi realizada por via oral com uma duração de 
24 horas de tratamento. Os valores representam a média + erro padrão.  
 
 
3.1.2. Resposta renal 
No rim, o Acessulfame K administrado por via oral não induziu aumento 
significativo da peroxidação lipídica quando comparado com o controlo NaCl. 
Verificou-se uma tendência crescente, excepto para a dose mais elevada, na 
formação de TBARS, o marcador da peroxidação lipídica utilizado, à medida que 
a dose de Acessulfame K aumentou sem existir, contudo, diferença significativa 
entre os dois grupos (Tabela 2; Fig. 2). 
 
Tabela 2 
Peroxidação Lipídica (M TBARs/g tecido) no rim de ratinhos tratados com NaCl (controlo) e 
doses crescentes de Acessulfame K (15, 60, 1500 e 2250mg/kg de peso corporal). Os valores 
representam a média + erro padrão.  
 
  M TBARs/g tecido de rim 
NaCl 28,70 + 3,872 
Ace K 15 24,79 + 1,685 
Ace K 60 35,82 + 4,607 
Ace K 1500 29,62 + 4,120 
Ace K 2250 20,07 + 3,972 
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Fig. 2 – Avaliação da Peroxidação Lipídica (M TBARs/g tecido) no rim de ratinhos tratados com 
NaCl (controlo) e doses crescentes de Acessulfame K (15, 60, 1500 e 2250mg/kg de peso 
corporal). A administração dos compostos químicos foi realizada por via oral com uma duração de 
24 horas de tratamento. Os valores representam a média + erro padrão.  
 
 
As respostas para a promoção de peroxidação lipídica não foram diferentes 
do controlo (NaCl) no fígado e no rim dos ratinhos tratados com Acessulfame K 
em todas as doses utilizadas não se tendo verificado mais oxidação de 
componentes celulares mediada por espécies reactivas de oxigénio (ROS) em 
comparação com o NaCl. Não se verificaram diferenças significativas na formação 
de TBARS entre o grupo de ratinhos tratados com o adoçante e o grupo do 
controlo. Os radicais livres, neste caso, não provocaram danos nos fosfolípidos 
das membranas celulares de forma diferente nestes dois grupos. 
 
3.2. Protecção Antioxidante Enzimática – Actividade da Catalase 
3.2.1. Resposta hepática 
Neste estudo verificou-se uma indução no sistema de protecção 
antioxidante enzimático, nomeadamente no que respeita à actividade da Catalase 
no fígado. A administração por via oral de doses crescentes de Acessulfame K 
induziu um aumento ligeiro na actividade da Catalase hepática nos ratinhos após 
24 horas embora este aumento não tenha sido significativo quando comparado 
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Actividade da Catalase (mol/min/mg proteína) no fígado de ratinhos tratados com NaCl (controlo 
negativo) e doses crescentes de Acessulfame K (15, 60, 1500 e 2250mg/kg de peso corporal). Os 
valores representam a média + erro padrão.  
 
  mol/min/mg proteina hepática 
NaCl 64,67 + 5,100 
Ace K 15 66,85 + 2,597 
Ace K 60 72,10 + 9,579 
Ace K 1500 78,82 + 12,497 




























Fig. 3 – Avaliação da Actividade da Catalase (mol/min/mg proteína) no fígado de ratinhos 
tratados com NaCl (controlo negativo) e doses crescentes de Acessulfame K (15, 60, 1500 e 
2250mg/kg de peso corporal). A administração dos compostos químicos foi realizada por via oral 
com uma duração de 24 horas de tratamento. Os valores representam a média + erro padrão.  
 
3.2.2. Resposta renal 
A actividade da Catalase no rim aumentou nos ratinhos tratados com 
Acessulfame K quando comparados com os ratinhos tratados com o controlo 
NaCl. Contudo, a actividade da Catalase no rim aumentou estatisticamente 
apenas nos ratinhos nos quais se administrou a dose 2250 mg/kg de peso 
corporal de Acessulfame K relativamente ao controlo. Assim, não existem 
diferenças significativas entre os efeitos provocados pelo Acessulfame K nas 
doses de 15, 60 e 1500mg/kg de peso corporal e o controlo utilizado (Tabela 4; 
Fig. 4).   
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Actividade da Catalase (mol/min/mg proteína) no rim de ratinhos tratados com NaCl (controlo) e 
doses crescentes de Acessulfame K (15, 60, 1500 e 2250mg/kg de peso corporal). Os valores 
representam a média + erro padrão. Diferenças significativas relativamente ao controlo: (*) p<0,05. 
 
  mol/min/mg proteina renal 
NaCl 58,56 + 5,078 
Ace K 15 78,43 + 6,631 
Ace K 60 71,83 + 4,523 
Ace K 1500 70,31 + 1,243 



























Fig. 4 – Avaliação da Actividade da Catalase (mol/min/mg proteína) no rim de ratinhos tratados 
com NaCl (controlo) e doses crescentes de Acessulfame K (15, 60, 1500 e 2250mg/kg de peso 
corporal). A administração dos compostos químicos foi realizada por via oral com uma duração de 
24 horas de tratamento. Os valores representam a média + erro padrão. Diferenças significativas 
relativamente ao controlo: (*) p<0,05. 
 
Estes resultados indicam a activação neste sistema de protecção 
antioxidante enzimático. Embora apenas existam diferenças significativas no rim 
de ratinhos com a dose mais elevada de Acessulfame K (2250 mg/kg) quando 
comparado com o controlo, a actividade da enzima Catalase foi superior nos dois 
órgãos (fígado e rim) dos ratinhos tratados com Acessulfame K em todas as 
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3.3. Biotransformação – Actividade da EROD – Resposta Hepática 
No que diz respeito à avaliação da EROD no fígado verifica-se uma subida 
na sua actividade em todos os ratinhos tratados com Acessulfame K quando 
comparados com o controlo NaCl. No entanto, esta subida é significativa 
relativamente ao controlo apenas nas doses de Acessulfame K - 15, 1500 e 2250 
mg/kg peso corporal. A actividade da EROD nos ratinhos tratados com 
Acessulfame K nestas doses é duas a cinco vezes superior à actividade 
encontrada no controlo (Tabela 5; Fig. 5). 
 
Tabela 5  
Actividade da EROD (pmoles/min/mg proteína) no fígado de ratinhos tratados com NaCl (controlo) 
e doses crescentes de Acessulfame K (15, 60, 1500 e 2250mg/kg de peso corporal). Os valores 
representam a média + erro padrão. Diferenças significativas relativamente ao controlo: (*) p<0,05. 
 
  pmoles/min/mg proteína 
NaCl 0,04 + 0,024 
Ace K 15 0,17 + 0,032 (*) 
Ace K 60 0,09 + 0,066 
Ace K 1500 0,17 + 0,033 (*) 





Fig. 5 – Avaliação da Actividade da EROD (pmoles/min/mg proteína) no fígado de ratinhos 
tratados com NaCl (controlo) e doses crescentes de Acessulfame K (15, 60, 1500 e 2250mg/kg de 
peso corporal). A administração dos compostos químicos foi realizada por via oral com uma 
duração de 24 horas de tratamento. Os valores representam a média + erro padrão. Diferenças 
significativas relativamente ao controlo: (*) p<0,05. 
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3.4. Genotoxicidade – Integridade do ADN 
3.4.1. Resposta hepática 
A administração por via oral de Acessulfame K  nas doses 60, 1500 e 2250 
mg/kg peso corporal, após 24 horas, promoveu uma diminuição na integridade do 
ADN no fígado dos ratinhos quando comparados com o controlo NaCl. Contudo, a 
diminuição da integridade do ADN verificada no fígado foi significativa apenas nos 
ratinhos tratados com 1500 mg/kg de Acessulfame K  quando comparados com o 
grupo do controlo negativo NaCl. A descida da integridade do ADN nos ratinhos 
tratados com as doses 60, 1500 e 2250 foi semelhante à promovida pelo 
tratamento com Ciclofosfamida (controlo positivo). Por outro lado, não se verificou 
alteração significativa da integridade do ADN hepático dos ratinhos tratados com 
15 mg/kg de Acessulfame K (Tabela 6; Fig. 6). 
 
Tabela 6  
Integridade do ADN (%) no fígado de ratinhos tratados com NaCl (controlo negativo), 
Ciclofosfamida (controlo positivo) e doses crescentes de Acessulfame K (15, 60, 1500 e 
2250mg/kg de peso corporal). Os valores representam a média + erro padrão (n=4 por 
tratamento). Diferenças significativas relativamente ao controlo negativo: (*) p<0,05. 
 
  Integridade do ADN hepático (%) 
NaCl 42,46 + 2,060 
Ciclofosfamida 31,23 + 6,652 
Ace K 15 40,91 + 5,560 
Ace K 60 29,06 + 4,771 
Ace K 1500 33,66 + 0,782 (*) 
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Fig. 6 – Avaliação da Integridade do ADN (%) no fígado de ratinhos tratados com NaCl (controlo 
negativo), Ciclofosfamida (controlo positivo) e doses crescentes de Acessulfame K (15, 60, 1500 e 
2250mg/kg de peso corporal). A administração dos compostos químicos foi realizada por via oral 
com uma duração de 24 horas de tratamento. Os valores representam a média + erro padrão (n=4 
por tratamento). Diferenças significativas relativamente ao controlo negativo: (*) p<0,05. 
 
3.4.2. Resposta renal 
No rim, nota-se uma tendência para a integridade do ADN diminuir com a 
administração por via oral de Acessulfame K em todas as suas doses, embora 
não se verifique diferença significativa quando comparado com o controlo 
negativo (Tabela 7; Fig. 7). 
 
Tabela 7 
Integridade do ADN (%) no rim de ratinhos tratados com NaCl (controlo negativo), Ciclofosfamida 
(controlo positivo) e doses crescentes de Acessulfame K (15, 60, 1500 e 2250mg/kg de peso 
corporal). Os valores representam a média + erro padrão. 
 
  Integridade do ADN renal (%) 
NaCl 41,10 + 3,791 
Ciclofosfamida 37,01 + 2,124 
Ace K 15 30,08 + 3,932 
Ace K 60 33,14 + 5,960 
Ace K 1500 33,95 + 3,741 
Ace K 2250 29,61 + 5,480 
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Fig. 7 – Avaliação da Integridade do ADN (%) no rim de ratinhos tratados com NaCl (controlo 
negativo), Ciclofosfamida (controlo positivo) e doses crescentes de Acessulfame K (15, 60, 1500 e 
2250mg/kg de peso corporal). A administração dos compostos químicos foi realizada por via oral 
com uma duração de 24 horas de tratamento. Os valores representam a média + erro padrão. 
 
 
No fígado e no rim dos ratinhos tratados com Acessulfame K verificou-se 
uma tendência para a diminuição da integridade do ADN relativamente ao 
controlo negativo NaCl medida através da quantificação de quebras na cadeia de 
ADN. As diferenças na expressão da genotoxicidade entre o grupo dos ratinhos 
tratados com Acessulfame K e o grupo do controlo negativo foram significativas 
apenas com 1500 mg/kg de Acessulfame K no fígado, não existindo diferenças 
significativas nas restantes doses. 
 
Em suma, neste estudo não se verificou aumento na peroxidação lipídica 
nas doses de Acessulfame K utilizadas nos órgãos dos ratinhos avaliados (fígado 
e rim) em comparação com o controlo negativo NaCl. A actividade da enzima 
Catalase foi elevada nos dois órgãos dos ratinhos tratados com todas as doses de 
Acessulfame K. No entanto, o aumento na actividade desta enzima foi apenas 
significativo no rim para a dose mais elevada de Acessulfame K (2250 mg/kg). 
Também se verificou uma subida significativa na actividade da EROD no fígado 
dos ratinhos tratados com 15, 1500 e 2250 mg/kg de Acessulfame K quando 
comparado com o controlo NaCl. A dose 60 mg/kg induziu também um aumento 
de EROD mas que não foi significativo. Por último, a integridade do ADN de 
fígado dos ratinhos tratados com 1500 mg/kg de Acessulfame K foi diminuída 
quando comparada com a integridade do ADN dos ratinhos controlo negativo. 
Para as restantes doses, o valor da integridade do ADN do fígado e rim também 
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diminuiu, não sendo porém significativamente diferente dos valores da integridade 
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De acordo com o Center for Science in the Public Interest (CSPI, 1996), os 
testes feitos ao Acessulfame K nos anos 70 e 80 são inadequados para 
estabelecer falta de potencial carcinogénico devido às deficiências no desenho e 
execução dos mesmos. Por outro lado, o National Toxicology Program (NTP, 
2005) anunciou resultados negativos nos testes ao Acessulfame K em ratinhos 
geneticamente modificados. Contudo, estes últimos estudos não melhoraram os 
conhecimentos relativos ao seu potencial cancerígeno apontando para a 
necessidade de mais testes (Karstadt, 2006). 
Apesar de existirem alguns trabalhos sobre genotoxicidade do 
Acessulfame K pouco se sabe sobre stress oxidativo e indução de EROD que 
possam justificar esta genotoxicidade.  
Os compostos químicos genotóxicos podem induzir, nos organismos a eles 
expostos, uma cascata de eventos tais como vários tipos de alterações no ADN 
que podem incluir quebras na cadeia no polímero de ADN, na composição das 
suas bases ou um aumento no nível de reparação, para além da formação directa 
de aductos. Assim, estes eventos constituem marcadores moleculares que podem 
ser usados como ferramentas na avaliação da genotoxicidade de contaminantes 
(Maria et al., 2002; 2006). 
Os radicais livres provocam danos nos componentes celulares e, um efeito 
muito importante refere-se aos danos no ADN como causa da cancerogénese 
(Schriner et al., 2000). Por outro lado, os mecanismos dos danos celulares 
induzidos por ROS incluem peroxidação lipídica membranar, danos às bases e 
aos ácidos nucleicos, podendo ter consequências reversíveis ou irreversíveis, tal 
como reparação celular, proliferação, diferenciação, transformação e apoptose. O 
MDA indicador de peroxidação lipídica pode, por sua vez, constituir um 
biomarcador de genotoxicidade (Tice et al., 2000; Imaeda et al., 2002).  
Estes danos podem ser neutralizados pelo sistema de defesa antioxidante - 
um sistema altamente complexo e integrado que funciona para proteger as 
células contra os efeitos potencialmente prejudiciais das espécies reactivas de 
oxigénio produzido como resultado do metabolismo aeróbico (Van Remmen et al., 
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1999; Esposito et al., 2000). 
A actividade da Catalase, enzima estimulada pelas ROS e que faz parte do 
sistema de protecção antioxidante, pode também ser utilizada como biomarcador 
de stress oxidativo (Fernandes, 2005). A EROD, presente tanto em organismos 
vertebrados quanto em invertebrados, tem o papel de converter xenobióticos 
lipofílicos em compostos mais hidrofílicos favorecendo a excreção destas 
substâncias. Entretanto, muitos metabolitos, formados durante este processo de 
desintoxicação (Fase I), são altamente reactivos podendo ser genotóxicos e 
causar danos ao ADN que em última instância podem levar a cancerogénese. 
Esta enzima constitui, também, um importante biomarcador, talvez um dos mais 
estudados (Cajaraville et al., 2000). 
Embora cada biomarcador seja útil individualmente, neste estudo foi feita 
uma abordagem combinada avaliando os danos induzidos pelo Acessulfame K e 
as respostas protectoras a nível sub-celular assim como a sua inter-dependência. 
Contudo, é sempre possível observar danos peroxidativos sem ocorrer alterações 
nos antioxidantes (Cossu et al., 2000) e vice-versa (Ahmad et al., 2006).  
Por estas razões este trabalho versou o assunto baseado na inexistência 
de dados que justifiquem as possíveis alterações genotóxicas relatadas em 
alguns ensaios (Mukherjee and Chakrabarti, 1997; Bandyopadhyay et al., 2008). 
Assim, tentou-se perceber se o sistema de protecção do organismo 
(biotransformação, sistema antioxidante)  seria capaz  de  impedir o aparecimento 
de danos após tratamento com Acessulfame K e, por outro lado, quais as 
alterações  bioquímicas produzidas no organismo após administração do 
edulcorante que conduziram ou não, a efeitos de peroxidação lipídica e/ou 
genotoxidade.  
 
4.1. Peroxidação Lipídica 
No presente estudo, verificou-se que as diferentes doses testadas de 
Acessulfame K (15, 60, 1500 e 2250 mg/kg de peso corporal) não promoveram 
efeitos de peroxidação lipídica no fígado dos ratinhos, sugerindo uma eficácia dos 
sistemas de antioxidantes enzimáticos (a actividade da Catalase aumentou) e não 
enzimáticos no organismo teste, já que o aumento da peroxidação lipídica e de 
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alterações na estrutura e funções de outros componentes celulares importantes, 
tais como as proteínas e o ADN, resulta do stress oxidativo. Este facto leva a crer 
que não existiu oxidação significativa deste componente celular mediada por ROS 
no fígado dos ratinhos tratados com o Acessulfame K nas doses utilizadas. 
Portanto, os radicais livres neste caso não provocaram danos nos fosfolípidos das 
membranas celulares (Tice et al., 2000; Imaeda et al., 2002). 
Em relação ao Rim, o Acessulfame K não induziu aumento significativo de 
peroxidação lipídica o que também significa que não houve excesso de produção 
de ROS capaz de provocar danos celulares quando comparamos o grupo controlo 
com o grupo dos ratinhos tratados com Acessulfame K. Por outro lado, esta 
situação não foi suficiente para produzir danos no ADN do rim pois as diferenças 
relativas ao controlo não foram significativas o que sugere que o sistema de 
protecção antioxidante foi eficaz ao nível dos sistemas enzimáticos e/ou não 
enzimáticos, embora se note uma tendência para a integridade do ADN diminuir. 
A peroxidação lipídica é considerada um mecanismo primário de destruição 
da membrana celular e de danos celulares (Balasubramaniyan et al., 2003; 
Sivapiriya et al., 2006) que pode ser avaliado e utilizado como um indicador do 
stress oxidativo celular. Define-se como uma cascata de eventos químicos 
resultante da acção dos radicais livres sobre os fosfolípidos das membranas 
celulares conduzindo à destruição da sua estrutura, falência dos mecanismos de 
troca dos seus metabolitos e morte celular. É uma reacção típica que ocorre 
durante o stress oxidativo e tem sido usada como biomarcador (Pandey et al., 
2001; Ahmad et al. 2004; Santos et al., 2006). O MDA, um produto da 
peroxidação lipídica, tem mostrado ser altamente reactivo e um mediador 
importante de danos no ADN. Portanto, a diminuição na integridade do ADN pode 
estar relacionada com os processos degenerativos iniciados pela peroxidação 
lipídica apoiando o facto de que as ROS serão um agente causador de alterações 
no ADN (Ahmad et al., 2008). No nosso estudo tal situação não se verifica. 
 
4.2. Protecção Antioxidante Enzimática – Actividade da Catalase 
Neste estudo, a indução da Catalase verificada no Fígado dos ratinhos 
pelo Acessulfame K em todas as doses utilizadas parece ter sido eficaz no 
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bloqueio da acção das ROS eventualmente produzidas no que diz respeito às 
alterações nos lípidos da membrana celular. Esta situação leva a pensar que este 
mecanismo enzimático de defesa terá contribuído para a protecção das células 
relativamente aos danos causados pelos radicais livres oxidantes, atrasando o 
processo da peroxidação lipídica, não sendo, contudo, suficiente para evitar a 
diminuição na integridade do ADN verificada no fígado dos ratinhos tratados com 
o Acessulfame K. Esta diminuição na integridade do ADN, embora tivesse 
ocorrido com 60, 1500 e 2250 mg/kg, apenas foi significativa com 1500mg/kg 
quando comparado com o controlo negativo. Este facto aponta para uma falha no 
processo de desintoxicação, tal como foi indicado por Maria et al. (2004) num 
estudo no qual alguns metabolitos reactivos poderiam provocar danos no ADN, 
constituindo um possível mecanismo de indução de genotoxicidade – os 
mecanismos de reparação do ADN não foram eficazes. 
Relativamente às defesas antioxidantes, a Catalase catalisa a 
decomposição do H2O2 para produzir água e oxigénio molecular e, 
consequentemente, tem um importante papel na protecção das células contra os 
danos oxidativos (Schriner et al., 2000). O aumento da actividade da Catalase em 
resposta ao tratamento com Acessulfame K sugere uma elevada geração 
endógena de peróxido de hidrogénio, o que poderia determinar um aumento dos 
níveis de peróxido de hidrogénio dentro da célula, elevando o risco de stress 
oxidativo. 
O sistema de defesa antioxidante é um sistema altamente complexo e 
integrado que funciona para proteger as células contra os efeitos potencialmente 
prejudiciais das espécies reactivas de oxigénio produzido como resultado do 
metabolismo aeróbico. As células eucarióticas desenvolveram estes sistemas de 
defesa antioxidantes para prevenir o aparecimento de danos oxidativos e para 
permitir a sobrevivência em ambiente aeróbico, nomeadamente quando ocorre 
biotransformação de xenobióticos (Esposito et al., 2000). Contudo, já que as 
enzimas do sistema de protecção antioxidante, como a Catalase, foram 
produzidas no fígado dos ratinhos estudados deduz-se que a sua acção pode ter 
impedido a ocorrência de peroxidação lipídica, embora o aumento da actividade 
da Catalase no fígado não tenha  sido significativo para nenhuma das doses de 
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Acessulfame K utilizadas quando comparado com o controlo negativo. No 
entanto, não foi suficiente para inibir o aparecimento de quebras na cadeia de 
ADN. A indução de Catalase é um indicador da presença de compostos químicos 
com potencial redox (Ahmad et al., 2008).  
A indução da Catalase pelo Acessulfame K no rim dos ratinhos, verificada 
para todas as doses mas apresentando diferenças significativas relativamente ao 
controlo apenas com 2250 mg/kg de Acessulfame K, também parece ter sido 
eficaz para bloquear a acção das ROS eventualmente produzidas durante o 
metabolismo do Acessulfame K embora também se verificasse uma tendência 
para a integridade do ADN diminuir no rim dos ratinhos tratados. 
 
4.3. Biotransformação – Actividade da EROD 
No trabalho realizado, o Acessulfame K nas doses de 15, 1500 e 2250 
mg/kg de peso corporal induziu no fígado a actividade de EROD de forma 
significativa, ou seja, parece ter sido biotransformado noutros produtos 
(metabolitos) que parecem mostrar alguma reactividade para com o ADN uma vez 
que se nota a descida de integridade do ADN no fígado. No entanto, esta 
reactividade para com o ADN hepático, é apenas significativa para a dose 1500 
mg/kg. O Acessulfame K parece ser, então, um composto que na dose utilizada é 
também responsável pela activação deste sistema enzimático. A EROD, presente 
tanto em organismos vertebrados quanto em invertebrados, tem o papel de 
transformar os xenobióticos lipofílicos em compostos mais hidrofílicos 
favorecendo a excreção destas substâncias. Contudo, muitos metabolitos, 
formados durante este processo de desintoxicação, são altamente reactivos 
podendo ser genotóxicos e causar danos ao ADN. Os resultados deste estudo 
parecem indicar que terão sido formados metabolitos durante a biotransformação 
do Acessulfame K com capacidade genotóxica (Cajaraville et al., 2000). 
A biotransformação pode ocorrer em qualquer órgão ou tecido como, por 
exemplo, no intestino, rins, pulmões, pele, testículos, placenta, etc. No entanto, 
por ser o local primário para a biotransformação da grande maioria das 
substâncias, sejam elas endógenas ou exógenas, o fígado é potencialmente 
vulnerável à acção tóxica de um xenobiótico que sofre bioactivação. A 
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biotransformação é efectuada, geralmente por enzimas como a EROD, 
principalmente, aquelas existentes nos chamados microssomas hepáticos e na 
fracção solúvel do citoplasma (Parkinson, 2001). 
As enzimas do Citocromo P-450 têm grande importância no metabolismo 
oxidativo de xenobióticos. A utilização do oxigénio molecular combinado com a 
oxidação do NADPH reflecte o mecanismo pelo qual estes compostos são 
biotransformados, sendo as ROS um produto secundário deste processo 
enzimático. A produção de ROS como produtos do metabolismo oxidativo é 
prejudicial para importantes moléculas biológicas e, portanto, devem ser 
neutralizados por um grande número de defesas antioxidantes (Wilhelm Filho et 
al., 2000). 
 
4.4. Genotoxicidade – Integridade do ADN 
Os nossos resultados relacionam a genotoxicidade encontrada com a 
protecção dos sistemas enzimáticos antioxidantes. A elevação da EROD e 
catalase no fígado dos ratinhos após administração de Acessulfame K 
(1500mg/kg) foi suficiente para impedir o aparecimento de danos significativos  
nos fosfolípidos membranares. Contudo, o sistema de protecção do organismo 
não foi eficaz na protecção dos ácidos nucleicos, uma vez que foi observada uma 
diminuição do ADN. 
A integridade do ADN também diminuiu nas restantes doses utilizadas mas 
apenas tendencialmente e sem diferença significativa em relação ao controlo. 
Neste estudo, embora com 15 mg/kg peso corporal de Acessulfame K o número 
de quebras na cadeia de ADN não tenha sido significativo quando comparado 
com o controlo, com doses superiores de Acessulfame K (1500 mg/kg peso 
corporal no fígado dos ratinhos) este composto mostrava ser genotóxico, tendo 
sido responsável pela diminuição da integridade do ADN em todas as doses 
utilizadas no fígado dos ratinhos. 
O estudo in vivo que aponta o Acessulfame K como possível composto 
genotóxico e clastogénico com 60, 450, 1100 e 2250 mg/kg de Acessulfame K 
(Mukherjee and Chakrabarti, 1997) contraria outros estudos que o consideram 
seguro por não apresentarem resultados que o indiquem como genotóxico e 
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carcinogénico. Neste trabalho, o Acessulfame K no rim de ratinhos nas doses 
usadas (15, 60, 1500 e 2250 mg/kg peso corporal) mostra uma tendência para 
provocar alterações no ADN, o que possivelmente se deve à produção de ROS, 
contudo sem significado estatístico. A tendência de diminuição verificada no rim 
relativa à integridade do ADN parece resultar da protecção dos sistemas 
antioxidantes. Podemos deduzir, então, que o facto da peroxidação lipídica não 
ter sido promovida no rim poderá resultar da protecção dos sistemas 
antioxidantes já que os efeitos provocados pelo Acessulfame K foram 
semelhantes aos provocados pelo controlo positivo a Ciclofosfamida. Podemos 
verificar também que, no que diz respeito ao efeito do Acessulfame K no rim dos 
ratinhos tratados, não existe ocorrência de peroxidação lipídica, verificando-se, 
contudo, indução de Catalase que parece ter sido suficiente para bloquear a 
acção das ROS. No entanto, os danos originados reflectem-se ao nível do ADN 
apenas tendencialmente, sem diferença significativa entre os ratinhos tratados e o 
controlo negativo, ou seja, não há peroxidação lipídica nem danos significativos 
no ADN do rim. 
Estudos anteriores também apontam, então, para que o Acessulfame K 
não seja genotóxico ou mutagénico. Os diversos estudos realizados com 
diferentes doses de Acessulfame K foram maioritariamente desenvolvidos in vitro 
e os realizados in vivo utilizaram ratinhos NMRI (Baeder et al., 1977) e hamsters 
chineses (Mayer et al., 1978) antes de disponibilizarem as normas para os testes 
de genotoxicidade. O teste dos micronúcleos em ratinhos NMRI (Baeder et al., 
1977) e o teste citogenético in vivo a hamsters chineses (Mayer et al., 1978) 
revelaram que o número de eritrócitos policromáticos micronucleados e de 
aberrações cromossómicas indicava que o Acessulfame K não era genotóxico em 
qualquer uma das doses testadas (450, 1500 e 45000 mg/kg peso corporal). Não 
foi considerado citotóxico ou mutagénico em células de mamíferos (Marquardt, 
1978 e Sagelsdorff et al., 1982) com estudos relativos a alterações malignas e 
ligações ao ADN (estudos in vivo) que sugeriam respostas negativas. Também 
não foi considerado mutagénico na Escherichia coli e na Salmonella typhimurium 
(Jung and Hollander, 1986), e, por sua vez, Jung et al. (1991) referem que os 
seus dados não mostraram actividade genotóxica ou citotóxica concluindo que o 
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Acessulfame K não seria potencialmente cancerígeno.  
Mukhopadhyay et al. (2000) indicavam que, de acordo com a sua 
investigação em ratinhos, o Acessulfame K não seria clastogénico pois não 
induzia aberrações cromossómicas significativas nas doses usadas (1.5, 15 e 150 
mg/kg peso corporal) quando associado ao aspartame (3.5, 35 e 350 mg/kg peso 
corporal) em células da medula vermelha óssea. Também Jeffrey and Williams 
(2000), num estudo in vitro usando hepatócitos de ratos, indicaram ausência de 
evidência para reactividade do Acessulfame K com o ADN numa bateria de testes 
altamente sensíveis à reparação de ADN em resposta aos danos provocados no 
mesmo. 
Contudo, o trabalho já referido in vivo (Mukherjee and Chakrabarti, 1997) 
contraria a segurança deste edulcorante apontando-o como clastogénico e 
genotóxico em ratinhos. Bandyopadhyay et al. (2008) descobriram também que o 
Acessulfame K induzia mais danos no ADN, à semelhança da Sacarina, do que o 
Aspartame. Neste estudo avaliaram o potencial genotóxico do edulcorante através 
da aplicação do comet assay em células da medula óssea de ratinhos (150, 300 e 
600 mg/kg de Acessulfame K).  
 
Os nossos resultados demonstraram que os animais que receberam o 
tratamento com Acessulfame K apresentavam uma condição de stress oxidativo. 
Ocorreu uma evidente indução da actividade da Catalase (sem diferenças 
significativas relativamente ao controlo) e da EROD hepática (com diferenças 
significativas relativamente ao controlo com 15, 1500 e 2250 mg/kg de 
Acessulfame K). Paralelamente, não se verificou aumento nos níveis de TBARS, 
sugerindo que os animais aparentemente foram capazes de manifestar uma 
resposta compensatória mais prolongada, face aos contínuos danos provocados 
pelas ROS decorrente da exposição ao Acessulfame K. Simultaneamente, houve 
uma indução da isoforma CYP1A1, a qual está directamente associada à 
activação de compostos carcinogénicos, geração de intermediários altamente 
reactivos e ROS. Também ocorreu uma diminuição da integridade do ADN, 
sugerindo genotoxicidade (significativa com 1500 mg/kg de Acessulfame K no 
fígado dos ratinhos tratados quando comparados com o controlo negativo). Estes 
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resultados enfatizam a necessidade de estudos mais aprofundados sobre a 
toxicidade e papel das ROS nas defesas antioxidantes geradas pelo Acessulfame 
K, utilizando mais biomarcadores de stress oxidativo, de biotransformação e 
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O Acessulfame K, nas doses utilizadas, não induziu peroxidação lipídica no 
fígado nem no rim dos ratinhos tratados com o edulcorante quando comparados 
com o controlo negativo. Aparentemente, os animais foram capazes de responder 
de forma eficaz aos danos eventualmente provocados pelas ROS no que respeita 
à oxidação de ácidos gordos.  
 
A enzima Catalase foi induzida no fígado e no rim dos ratinhos tratados 
com Acessulfame K em todas as doses utilizadas verificando-se um aumento 
relativamente ao controlo negativo, sugerindo uma elevação dos níveis 
endógenos de H2O2. O aumento da Catalase foi significativo apenas no rim dos 
ratinhos e com a dose mais elevada de Acessulfame K (2250 mg/kg). Este 
sistema de protecção enzimática antioxidante parece ter sido eficaz no bloqueio 
da acção das ROS produzidas no que diz respeito à peroxidação lipídica.  
 
A actividade da EROD hepática aumentou nos ratinhos tratados com o 
Acessulfame K em todas as doses. Por outro lado, este aumento foi significativo 
nas doses de 15, 1500 e 2250 mg/kg de peso corporal. Este edulcorante parece 
ter sido biotransformado pela EROD hepática, através da fase I da 
biotransformação, tendo sido aparentemente oxidado, hidrolizado ou reduzido 
noutros produtos com capacidade genotóxica.  
 
O Acessulfame K induziu uma diminuição da integridade do ADN do fígado 
e do rim dos ratinhos tratados com todas as doses quando comparados com o 
controlo negativo. Contudo, esta diminuição foi significativa apenas no fígado com 
1500 mg/kg. Esta situação indica que, aparentemente, as ROS produzidas com o 
tratamento de 1500 mg/kg de Acessulfame K provocaram danos no ADN do 
fígado dos ratinhos apesar do aumento da actividade da enzima Catalase do 
sistema de protecção antioxidante. No entanto, esta protecção parece ter sido 
suficiente para evitar a peroxidação lipídica pois não se verificou alteração das 
membranas ou das partículas lipoproteicas plasmáticas. Assim, os produtos 
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resultantes da biotransformação do Acessulfame K, medida pelo aumento da 
actividade da enzima da fase I, EROD, podem também ter sido responsáveis pela 
diminuição da integridade do ADN hepático com esta mesma dose, tendo sido 
neutralizados nas restantes doses. 
 
O Acessulfame K mostrou ser genotóxico no fígado dos ratinhos tratados 
com 1500 mg/kg de peso corporal. Os sistemas de protecção antioxidante, 
aparentemente, não foram suficientes para neutralizar a acção das ROS sobre o 
ADN nesta dose e neste órgão e/ou os produtos resultantes da biotransformação 
do Acessulfame K induziram alterações no ADN. 
 
Contudo, apesar das lesões relacionadas com o stress oxidativo não serem 
notáveis existe genotoxicidade hepática com a dose de Acessulfame K - 1500 
mg/kg de peso corporal sugerindo a necessidade de estudos de exposição 
crónica e prolongada com estas concentrações com e sem alimentação para 
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